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zu 6 Heften. Preis des Bandes 13.50 Mark. 
Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unméglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Schriftleitung zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Mitteilungen, die raschestens herauskommen sollen und deren Um- 
fang 2—4 Seiten in Petitsatz nicht iibersteigt, kénnen einem Heft noch eingefiigt werden, 
wenn sie spitestens 3 Tage vor RedaktionsschluB eintreffen. — Bereits in anderen Zeitschriften 
verdffentlichte Arbeiten, sowie Berichte tiber bereits veréffentlichte Arbeiten werden nicht 
aufgenommen, — Bemerkungen, die ohne neue Belege lediglich Angaben eines Autors richtig- 
stellen sollen, werden diesem vorgelegt, ehe wir sie aufnehmen. Sie werden in der Regel am 
SchluB des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangstages mitgeteilt. 

Der Unkostenersatz betragt fiir den Druckbogen 25 Mark. Fiir die eingefiigten kurzen 
Mitteilungen wird kein Unkostenersatz gezahlt. Von jeder Arbeit werden dem Verfasser 
40 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert. Mehrbedarf von héchstens 160 Stiick gegen die tibliche 
billige Berechnung der Mehrkosten. Der Bezug von weiteren Sonderdrucken tiber 200 Stiick 
hinaus ist unerwiinscht. — Kosten fiir nachtragliche Anderungen am fertigen Satz gehen zu 
Lasten des Verfassers, soweit sie 10°/ der Satzkosten iibersteigen. 

Fiir die Rechtschreibung der Fachausdriicke sind bis auf weiteres die Veréffentlichungen 
der Deutschen Chemischen Gesellschaft maBgebend. In zweifelhaften Fallen wird der ety- 
mologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fiir die Abkiirzungen und Belegstellen gelten die von der Vereinigung der medi- 
zinischen Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen ,,Bd.“* und ,,S.“ fort. 
(Belegt wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im 
Beleg fehlen, von Vornamen geniigt der Anfangsbuchstabe, ; 
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Uber einige neue Oxydationsprodukte der Tokopherole 
8. Mitteilung iiber Antisterilitatsiaktoren (Vitamin E) 


Von 
W. John und W. Emte 
Mit 4+ Figuren im Text 
(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitétslaboratorium in Gottingen) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 27. Dezember 1940) 


In unserer letzten Mitteilung') haben wir zur Formulierung 
der roten Oxydationsprodukte, wie sie aus «- und 4-Tokopherol 
oder auch aus einfachen analogen Modellsubstanzen bei der Behand- 
lung mit Salpetersiure oder Silbernitrat entstehen, eine Struktur- 
formel IV verwendet, die von Karrer, Fritzsche und Escher?) 
aufgestellt worden ist. Wir haben schon damals gegen diese Formel 
Bedenken geiiuBert, obwohl sie unsere Versuchsergebnisse im all- 
gemeinen gut zu erkliiren vermochte, weil eine Formulierung als 
p-Chinon ungeeignet erschien, das auffalligste Merkmal dieser 
Oxydationsprodukte, ihre intensive rote Farbe, zu deuten. Als 
Ursache dieser roten Farbe muBten wir daher eine Dimerisation 
des einfachen Molekiils annehmen, was mit den durchgefiihrten 
Molekulargewichtsbestimmungen auch im Einklang stand. Wir 
betonten jedoch ausdriicklich, daB es wiinschenswert wiire, fiir 
diese Annahme weitere Unterlagen beizubringen. Aus den zu 
diesem Zweck neuerdings durchgefiihrten Versuchen hat sich nun 
ergeben, daB die von Karrer fiir die roten Oxydationsprodukte 
aufgestellte und von uns zuniichst verwendete Kormel unzutreffend 
ist und durch eine o-Chinonformel III ersetzt werden muf.*) Schon 
vor uns sind L. J. Smith und Mitarbeiter‘) auf teilweise anderen 
Wegen zu demselben Ergebnis gelangt; ihre Befunde werden durch 
die vorliegende Arbeit bestiitigt und weiter ergiinzt. Gleichzeitig 
fihrten unsere Versuche zur Auffindung einer neuen Farbreaktion 
auf Tokopherole und zur Darstellung zweier neuer Oxydations- 
produkte derselben, von denen wir das eine schon vor einiger Zeit 
kurz erwihnt haben®). 
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Uber einige neue Oxydationsprodukte der Tokopherole 
8. Mitteilung iiber Antisterilitatsiaktoren (Vitamin E) 


Von 
W. John und W. Emte 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaétslaboratorium in Géttingen) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 27. Dezember 1940) 


In unserer letzten Mitteilung') haben wir zur Formulierung 
der roten Oxydationsprodukte, wie sie aus und §-Tokopherol 
oder auch aus einfachen analogen Modellsubstanzen bei der Behand- 
lung mit Salpetersiure oder Silbernitrat entstehen, eine Struktur- 
formel IV verwendet, die von Karrer, Fritzsche und Escher?) 
aufgestellt worden ist. Wir haben schon damals gegen diese Formel 
Bedenken geiuBert, obwohl sie unsere Versuchsergebnisse im all- 
gemeinen gut zu erkliiren vermochte, weil eine Formulierung als 
p-Chinon ungeeignet erschien, das auffalligste Merkmal dieser 
Oxydationsprodukte, ihre intensive rote Farbe, zu deuten. Als 
Ursache dieser roten Farbe muften wir daher eine Dimerisation 
des einfachen Molekiils annehmen, was mit den durchgefiihrten 
Molekulargewichtsbestimmungen auch im Einklang stand. Wir 
betonten jedoch ausdriicklich, daB es wiinschenswert wiire, fiir 
diese Annahme weitere Unterlagen beizubringen. Aus den zu 
diesem Zweck neuerdings durchgefiihrten Versuchen hat sich nun 
ergeben, daf die von Karrer fiir die roten Oxydationsprodukte 
aufgestellte und yon uns zuniichst verwendete Formel unzutreftend 
ist und durch eine o-Chinonformel III ersetzt werden mu8.*) Schon 
vor uns sind L. J. Smith und Mitarbeiter‘) auf teilweise anderen 
Wegen zu demselben Ergebnis gelangt; ihre Befunde werden durch 
die vorliegende Arbeit bestiitigt und weiter ergiinzt. Gleichzeitig 
fihrten unsere Versuche zur Auffindung einer neuen Farbreaktion 
auf Tokopherole und zur Darstellung zweier neuer Oxydations- 
produkte derselben, von denen wir das eine schon vor einiger Zeit 
kurz erwihnt haben®). 
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Wir haben zuniachst die U.V.-Absorptionsspektren von 
¢- und #-Tokopherolrot, sowie von den als Modellsubstanzen aus 
2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chroman und aus 2,2,5,7,8-Penta- 
methyl-6-oxychroman dargestellten roten Stoffe mit den Absorp- 
tionsspektren einfacher bekannter o-Chinone verglichen. Die Er- 
gebnisse sind in Fig.1 zusammengestellt. Alle Absorptionskurven 
zeigen einen dhnlichen Verlauf. Es ist weder ein ausgeprigtes 
Minimum noch ein ausgeprigtes Maximum vorhanden, wie es sonst 
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die meisten Abkémmlinge des Benzolringes aufzuweisen pflegen. 
Die Kurven scheinen mehrere kleinere Maxima zu besitzen, die 
indessen bei der von uns durchgefiihrten Messung einzelner 
Punkte wenig zum Ausdruck kommen. Uber eine Feinstruktur der 
U.V.-Absorption von o-Chinonen sollen unsere Kurvenbilder keine 
Aussagen machen. Ubereinstimmend kann ein Maximum bei 
270—275 my festgestellt werden, die Minima liegen zwischen 
245 und 258 mu. Aus den Kurven geht eindeutig hervor, dab 
die gemessenen Stoffe keine p-Chinone sein kénnen, denn diese 
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besitzen ohne Ausnahme ein sehr stark ausgeprigtes Maximum 
zwischen etwa 250 und 300 mp (Fig. 2). Alle 4 Stoffe scheinen 
demselben Konstitutionstypus anzugehéren; die aus den Toko- 
pherolen erzeugten roten Stoffe sind also sicherlich von gleich- 
artiger Struktur wie die entsprechenden roten Modellsubstanzen. 
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Der aufgefundene Kurventyp ist auch bekannten einfachen o-Chino- 
nen eigentiimlich; wir haben zum Vergleich die Absorptionskurven 
des o-Benzochinons eingezeichnet, dhnlich ist auch die des Homo- 
o-chinons. Eine véllige Ubereinstimmung der Kurven kann infolge 
der verschiedenartigen Substitution des Chinonsystems nicht er- 
wartet werden. Da8& die Absorptionshéhe einfacher o-Chinone 
geringer ist, deutet darauf hin, daB in den Stoffen vom Typ 
des «-Tokopherolrots dem o-Chinonsystem ein Oxydring an- 
geschlossen ist. 


. 
| 
| fH 
Ty 
2 
=~ 
2000 


88 W. John und W. Emte, 


Smith und Mitarbeiter*) haben die Absorption im sichtbaren 
Licht ebenfalls sowohl von den roten Oxydationsprodukten als 
auch von bekannten o-Chinonen studiert und dabei wie wir eine 
groBe Ahnlichkeit der Absorptionskurven festgestellt. Der Haupt- 
grund, der Smith veranlaBte, die roten Oxydationsprodukte als 
Ortho-chinone III anzusprechen, war die Feststellung, daB diese 
mit o-Phenylendiamin Phenazinderivate bilden. Die von Smith 
aufgestellte Formulierung wird in der Tat allen Eigenschaften 
der roten Oxydationsprodukte gerecht; sie erklirt zwanglos die 
rote Farbe. Die beobachtete Verdoppelung des Molekulargewichtes 
ist eine bei vielen Orthochinonen beobachtete Eigentiimlichkeit. 
Erstaunlich ist allenfalls die auferordentliche Bestindigkeit der 
hier vorliegenden o-Chinone, da die meisten o-Chinone sehr 
wenig bestindig sind. Wir bewahren jedoch ein Priparat des 
krystallisierten 2,7,8-Trimethyl-o-chromanchinons-5,6 (Chroman- 
rot 141) ohne besondere VorsichtsmaBregeln seit nunmehr beinahe 
3 Jahren auf, ohne daB eine Verinderung hatte festgestellt werden 
k6énnen. 

Auch nach Kenntnis der Beobachtungen der amerikanischen 
Forscher haben wir unsere eigenen Versuche fortgesetzt, da es uns 
nicht unméglich erschien, daB auch ein p-Chinon der Karrerschen 
Formulierung IV Anla8 zur Bildung eines Phenazin-derivates 
geben kénnte unter intermediiirer Offnung des Oxydringes und 
Bildung eines neuen Oxydringes bei gleichzeitiger Ausbildung eines 
orthochinoiden Systems. Einen solchen Fall hat Hooker®) beob- 
achtet beim Ubergang von Dehydro-«-lapachon in Dehydro-lapazin. 
Da’ Oxy-p-chinone ebenfalls Phenazinderivate bilden kénnen, ist 
seit langem bekannt. Sicher bewiesen ist somit die Formulierung 
der roten Oxydationsprodukte als o-Chinonderivate erst dann, wenn 
es gelingt, auch die isomeren p-Chinone der Karrerschen Fora 
lierung darzustellen und durch das Experiment sicherzustellen, 
daB diese unter denselben Bedingungen, wie sie bei der Darstellung 
der Phenazine aus o-Chinonen angewandt worden sind, keine Um- 
setzung mit o-Phenylendiamin eingehen. Dieser Beweis kann, wie 
wir zeigen werden, tatsichlich erbracht werden. 

Das aus 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chroman Ic durch Oxy- 
dation mit Salpetersiure leicht zugiingliche rote Chromanchinon 
(Chromanrot 141) geht bei der Behandlung mit Salzsiure leicht 
iiber in einen krystallisierten gelben Stoff, der ebenfalls die 
Kigenschaften eines Chinons besitzt und dem roten Ausgangsstoft 
isomer ist. Von den beiden isomeren Chinonen muS der eine ein 
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o-Chinon, der andere ein p-Chinon sein. Die o-chinoide Struktur IIIc 
kommt zweifellos dem roten Kérper zu, der auch das wenig aus- 
geprigte U.V.-Absorptionsspektrum eines o-Chinons besitzt (Fig. 1); 
das gelbe Isomere mu8 dann die p-chinoide Struktur [Vc besitzen, 
was damit tibereinstimmt, daB dieses eine fiir p-Chinone charakte- 
ristische hohe Absorptionsbande bei 270 my (Fig. 2) aufweist. 
Ahnliche Beispiele, bei denen die energiereicheren, instabilen, 
roten o-Chinonderivate sich unter dem EinfluB starker Siuren zu 
den energieiirmeren, stabileren, gelben p-Chinonderivaten isomeri- 
sieren, sind in groBer Zahl bekannt und vor allem von Hooker’) 
an den Derivaten des Lapachols und Lomatiols, sowie von Price 
und Robinson’) an den Derivaten des Dunnions studiert worden. 
Somit ist dem erhaltenen gelben Trimethyl-p-chromanchinon die 
Formel [Vc zuzuerteilen, die Karrer fir das entsprechende rote 
Chinon aufgestellt hat. Wiahbrend das rote 2,7,8-Trimethyl- 
o-chromanchinon-5,6 IIc mit o-Phenylendiamin leicht ein gut 
krystallisiertes Phenazinderivat bildet, reagiert das gelbe 2,6,7-Tri- 
methyl-p-chromanchinon-5,8 [Vc unter denselben Bedingungen 
nicht mehr mit o-Phenylendiamin. Die Umsetzung, die nach dem 
Hookerschen Beispiel hatte méglich sein kénnen, tritt nicht ein, 
das Ausgangsmaterial laBt sich zuriickgewinnen. Damit ist die 
o-Chinonstruktur des Chromanrots 141 als 2,7,8-Trimethyl- 
o-chromanchinon-5,6 IIIc endgiiltig sicher bewiesen. 

Unter ahnlichen Bedingungen 148t sich auch das homologe 
rote Chromanchinon IIId (Chromanrot 109) aus 2,2,5,7,8-Penta- 
methyl-6-oxy-chroman durch Salzsiure zu einem gelben Chroman- 
chinon mit den Eigenschaften eines p-Chinons IVd isomerisieren. 
Das rote Ausgangsmaterial IIId tritt mit o-Phenylendiamin wieder 
leicht unter Bildung eines Phenazinderivates zusammen. Das gut 
krystallisierte Phenazin besitzt ein besonders typisches Absorptions- 
spektrum, es besitzt in dem gemessenen Bereich 2 Maxima, das 
eine bei 265 mu mit der auBerordentlichen Héhe von « = 80000, 
das andere bei 365 mu mit einer Hohe von ¢ = 11000 (Fig. 3). 
Das gelbe Isomerisierungsprodukt ist unter denselben Bedingungen 
nicht mehr imstande, ein Phenazinderivat zu bilden. Ohne Zweifel 
besitzt auch in diesem Beispiel das rote Produkt die o-chinoide 
und das gelbe Isomere die p-chinoide Struktur. Diese Zuordnung 
la8t sich wiederum durch die Messung der U.V.-Absorption be- 
stitigen. Der rote Stoff besitzt das wenig ausgeprigte U.V.-Ab- 
sorptionsspektrum der Fig. 1, das gelbe Isomere wieder die fiir 
p-Chinone typische hohe Absorptionsbande der Fig. 2. 
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Bei der Reaktion mit Salzsiure bildet sich aus dem roten 
o-Chinon auferdem ein rétlich gefirbtes amorphes Nebenprodukt, 
von diesem lift sich das p-Chinon sehr glatt durch eine chromato- 
graphische Adsorption an Kieselsiiure abtrennen. Entwickelt man 
das Chromatogramm mit einem Gemisch von Benzol—Petroliither, 
so bleibt eine breite rétliche Zone fest haften, wihrend sich das 
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Fig. 3 
p-Chinon in einer darunter befindlichen scharf abgesetzten hell- 
gelben Zone langsam ins Filtrat waschen 14Bt. 

Die gleiche Reaktion, wie sie an den beiden Modellsubstanzen 
beschrieben wurde, 14St sich nun auch bei den roten Oxydations- 
produkten der Tokopherole durchfiihren. Behandelt man chromato- 
graphisch sorgfaltig gereinigtes ¢-Tokopherolrot IIa unter geeigne- 
ten Bedingungen mit Salzsaiure, so verschwindet genau wie bei den 
Modellversuchen die rote Farbe in kurzer Zeit und macht einer 
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CH, 
| CH Ta «-Tokopherol R,=C,,H,,, R,=CH, 
HO b $-Tokopherol R,=C,,H,,, R,=H 
ne CH; e 2,5, 7, 8-Tetramethy]-6-oxy-chroman 
| O-R, R, =H, R,=CH, 
d 2,2,5,7,8-Pentamethyl - 6 - oxy -chro- 
2 | 
CH CH, man R,=CH,, R,=CH, 
3 
CH, IL a «-Tokopherylchinon 
5 b -Tokopherylchinon 
CH, e 2,4,5 - Trimethyl - 1 - (3 - oxy - butyl)- 
R benzochinon-3, 6 
d 2,4,5-Trimethyl -1-(3’-oxy-3’-methyl- 
HO” | buty]l)-benzochinon-3, 6 
CH, CH, (R, u. R, wie unter Ia, b, ¢, d) 
CH lila 
O b §-Tokopherolrot 
CH, 2,7,8-Trimethyl-o-chromanchinon-5,6 
; CH CTI. (R, u. R, wie oben) 
3 
0 IV a 2,6,7-Trimethyl-2-(4’, 8’, 12’-trimethy]- 
,6- Dimethyl -2-(4’, 8’, 12’- trimethy1- 
CH, tridecy]l)-p-chromanchinon-5, 8 
C-_-R 2,6,7-Trimethyl-p-chromanchinon-5,8 
d 2,2,6,7-Tetramethy] - p- chromanehi- 
CH. non-5,8 
(R, u. R, wie oben) 
O 
I CH, Va Oxychinon aus a-Tokopherol 
b Oxychinon aus 6-Tokophcrol 
| e Oxychinon C,,H,,0, 
(R, u. R, wie oben) 
O 3 


gelben Farbe Platz. Es gelingt jedoch nicht so leicht wie bei 
den Modellsubstanzen, das gelbe Isomerisationsprodukt zu isolieren. 
Filtriert man die gesamten Reaktionsprodukte durch eine Siule 
von Kieselsiure und entwickelt das Chromatogramm in der gleichen 
Weise wie bei der Isomerisierung des Tetramethyl-o-chromanchinons, 
so erhalt man wie dort unter einer breiten roten Zone eine schmale 
Zone mit der typischen gelben Farbe der p-Chinone. Wiahrend 
sich jedoch bei obigem Modellversuch das Tetramethyl-p-chroman- 
chinon aus dem Filtrat der gelben Zone leicht krystallisiert erhalten 
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1aBt, erhalt man das entsprechende Umsetzungsprodukt des a-Toko- 
pherolrots nur als gelbes Ol. Das U.V.-Absorptionsspektrum dieses 
Produktes zeigt jedoch, da8 auch in diesem Produkt ein p-Chinon 
enthalten sein muB, denn gegeniiber dem Ausgangsmaterial ist 
bei 270 mu eine erhebliche Erhéhung der U.V.-Absorption fest- 
zustellen. Die Héhe des Maximums bei 270 mu bleibt jedoch 
wesentlich hinter dem der Modellsubstanzen zuriick; die Isomeri- 
sierung geht demnach beim a-Tokopherolrot unter denselben Be- 
dingungen weit weniger glatt vor sich. Es entstehen bei der Be- 
handlung mit Salzsiure noch mehrere andere Produkte, die wir 
noch nicht untersucht haben. Einiges Interesse diirfte nur eine 
im Filtrat des Chromatogramms regelmiBig beobachtete gut 
krystallisierte Verbindung vom Schmelzp. 122° besitzen, iiber deren 
Untersuchung wir jedoch bei anderer Gelegenheit berichten werden. 
Es kam uns hier lediglich darauf an, durch die Aufnahme des 
U.V.-Spektrums zu zeigen, das o-chinoide a«-Tokopherolrot 
sich in qualitativ genau derselben Weise wie die entsprechenden 
Modellsubstanzen in ein p-chinoides gelbes Isomerisierungsprodukt 
iiberfiihren 

Wie bei den roten Modellsubstanzen reagiert auch das 
a-Tokopherolrot leicht mit o-Phenylendiamin, was sich durch die 


‘Messung der U.V.-Absorption wiederum einfach und sicher nach- 


weisen lift. Wie Fig. 3 zeigt, besitzt das chromatographisch an 
Kieselsiure gereinigte Umsetzungsprodukt des «-T'okopherolrots 
mit o-Phenylendiamin dieselbe typische hohe Absorption bei 
etwa 270 mu und bei 365 mu, die wir auch an dem Phenazin- 
derivat aus Tetramethyl-o-chromanchinon festgestellt haben. DaB 
die Héhen der Maxima hier wieder wesentlich niedriger liegen 
als bei den entsprechenden Modellsubstanzen, liegt daran, daB 
wir auf eine miihevolle Reinigung des Phenazins verzichtet und 
uns mit der qualitativen Ubereinstimmung des Kurventypus begniigt 
haben. Das gelbe Isomerisierungsprodukt aus «-Tokopherolrot 
14Bt sich nicht in gleicher Weise mit o-Phenylendiamin zur 
Reaktion bringen. 

Wie das «-Tokopherolrot, so laBt sich unter denselben Be- 
dingungen auch das #-Tokopherolrot durch Salzsaure in sein gelbes 
Tsomerisierungsprodukt iiberfiihren. Wir haben, wie oben beschrieben, 
die entsprechende gelbe Zone des Chromatogramms auf seine U.V.- 
Absorption gepriift und auch hier festgestellt, daB bei 270 mu 
eine, wenn auch ziemlich geringfigige, Erhéhung der Absorption 
gegentiber dem roten Ausgangsmaterial eingetreten ist. Auch hier 
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1aBt sich qualitativ nachweisen, daB das rote o-Chinon in ein 
gelbes p-Chinon iibergegangen ist. In demselben Sinne liegt die 
Beobachtung, daB das f-Tokopherolrot mit o-Phenylendiamin zur 
Reaktion gebracht werden kann, was an der fiir Phenazine typischen 
U.V.-Absorption sicher zu erkennen ist (Fig. 3). Das gelbe Isomeri- 
sierungsprodukt ist dagegen nicht mehr imstande, ein Phenazin 
zu bilden. Ahnlich wie bei der Isomerisierung des a-Tokopherolrots 
entsteht auch aus §-Tokopherol bei der Behandlung mit Salzsdure 
ein gut krystallisiertes Abbauprodukt vom Schmelzp. 136°, das 
wir noch nicht niher untersucht haben. 

Die p-chinoiden gelben Isomerisicrungsprodukte IV entstehen 
jedoch nicht nur bei der Behandlung der roten Stofie LIT mit 
Salzsiiure, sondern auch bei weiterer Oxydation der roten Stoffe 
mit Salpetersiure in alkoholischer Lésung. Die gelben p-Chinone 
entstehen demnach in einer Reaktion aus den Oxychromanen 
bzw. Tokopherolen als 3. Stufe dieser Oxydation. Die Ausbeuten 
an gelben p-Chinonen sind bei fortgesetzter Oxydation jedoch 
meist geringer als bei der Isomerisierung mit Salzsiure. Die 
unmittelbare Oxydation des Tetramethyl-oxy-chromans zum Tri- 
methyl-p-chromanchinon durch 2 stiindiges Kochen mit methano- 
lischer Salpetersiiure haben wir schon friiher beschrieben?). Dab 
und #-Tokopherolrot bei weiterer Behandlung mit methano- 
lischer Salpetersiiure teilweise in p-Chinone iibergehen, laBt sich 
wiederum nur indirekt durch die Messung der Absorption im 
ultravioletten und sichtbaren Licht zeigen. Die gleichartige Ent- 
stehungsweise und das gleichartige Verhalten dieser gelben Oxy- 
dationsprodukte der Tokopherole berechtigen dazu, den bei den 
Modellsubstanzen sicher bewiesenen Reaktionsverlauf auch fiir die 
weitere Umwandlung der roten Oxydationsprodukte der Tokopherole 
als giltig anzunehmen. 

_-Damit ist die Formulierung eines 3. Oxydationsproduktes der 
Tokopherole sichergestellt. Die ganze Reihe der Oxydations- 
produkte der Tokopherole ist auf 8.91 zusammengestellt. Die 
Entstehung der Tokopherylchinone II als 1. Oxydationsstufe ist 
leicht verstandlich. Der Reaktionsmechanismus der 2. Stufe, der 
zur Bildung der roten Stoffe III fiihrt, ist dagegen noch sehr 
undurchsichtig. Mit Sicherheit ist es die Methylgruppe in der 
Stellung 5 des Chromanringsystems, die bei der Oxydation ab- 
gespalten wird, an deren Stelle dann zur Ketogruppe aufoxydiert 
wird. Dafiir haben wir in unserer letzten Mitteilung einige Wahr- 
scheinlichkeitsgriinde aufgefiihrt, den endgiiltigen Beweis hat 
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inzwischen L. J.S mith‘) gefiihrt. Noch unklar bleibt die Mitwirkung 
der Hydroxylgruppe und des Lésungsmittels beim Ablauf der 
Reaktion. Eine voriibergehende Anlagerung der Hydroxylgruppe in 
der Seitenkette zu einem neuen nach dem C-Atom 5 geschlossenen 
Oxydring, wie wir ibn in unserer letzten Mitteilung formuliert 
haben, scheint uns wahrscheinlich. Bei der Abspaltung der Methyl- 
gruppe als Methan oder entsprechender Oxydationsprodukte des- 
selben entsteht dann zuerst das energiereichere o-Chinon III, das 
sich dann bei weiterer Einwirkung des Oxydationsmittels langsam 
zu dem energieirmeren p-Chinon IV umlagert. 

Die Reihe der Oxydationsprodukte der Tokopherole ist mit 
den beschriebenen gelben p-Chinonen jedoch nicht abgeschlossen. 
Wir konnten nachweisen, daB bei der Oxydation mit methano- 
lischer Salpetersiure auch noch ein 4, Oxydationsprodukt, ein 
Oxychinon, gebildet wird, bei dem jedoch die Stellung der OH- 
Gruppe noch unbewiesen ist. Wir haben diese weitere Oxydations- 
stufe untersucht in der Hoffnung, darauf eine neue Farbreaktion 
der Tokopherole begriinden zu kénnen. Wahrend es wiederum 
nicht gelingt, dieses 4. Oxydationsprodukt der Tokopherole in reiner 
_krystallisierter Form zu fassen, sind die entsprechenden Modell- 
substanzen leicht in Form von schénen Krystallen darzustellen. 
Bei der oben erwihnten 2 Stunden lang fortgefiihrten direkten 
Oxydation des Tetramethyl-oxy-chromans, die zum Trimethyl- 
p-chromanchinon [Vc fiihrt, erhilt man durch Ausschiitteln der 
itherischen Lésung der gesamten Oxydationsprodukte mit einer 
wiBrigen Lésung von Natriumbicarbonat eine tief violettblaue 
Farbung, die auf die Bildung des Na-Salzes eines Oxychinons 
hindeutet. Beim Ansiuern dieser Ausziige verschwindet die charakte- 
ristische Farbe, und das freie Oxychinon kann nunmehr mit Ather 
extrahiert werden. Das reine Oxychinon krystallisiert in schénen 
gelbroten Nadeln, die in alkalischer Lésung die charakteristische 
violettblaue Farbung geben. Die Bruttoformel des Oxychinons 
C,,H,,0, zeigt an, daB eine weitere Methylgruppe bei der Oxydation 
mit Salpetersiiure abgespalten und durch eine OH-Gruppe ersetzt 
worden ist. Die Stellung dieser neuen Hydroxylgruppe konnte noch 
nicht bewiesen werden, es kommen dafiir die Stellungen 6 und 7 
des neuen Chromanringsystems Vc in Betracht, das sind die 
Stellungen 7 und 8 des urspriinglichen Tetramethyl-oxy-chromans Ic. 
Dasselbe Oxychinon entsteht auch als Nebenprodukt bei der Dar- 
stellung des roten Trimethyl-o-chromanchinons IIc aus Tetra- 
methyl-oxy-chroman Ic, es bildet sich ferner bei der fortgesetzten 
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Oxydation des roten Trimethyl-o-chromanchinons Illc; auch bei 
der Isomerisierung des Trimethyl-o-chromanchinons IIIc mit Salz- 
siure entsteht in geringen Mengen ein gleichartiges Oxychinon. 
Wir haben die Eigenschaften des neuen Oxychinons verglichen 
mit denen des 3,5,6-Trimethyl-2-oxy-benzochinons-1,4, das wir 
zu diesem Zwecke neu dargestellt haben. Es gleicht diesem voll- 
kommen in seiner Farbe und in seinem Verhalten gegen Alkali. 
Das Maximum der U.V.-Absorption des Oxychinons C,,H,,0, 


te 
250 60 70 80 90 300 10 20 mu 
7. Oxychinon C1 H12 O4 
2.°—~ Oxychinon C12 H14 O4 
3. 3, xy ~benzochinon-14 
Fig. 4 


(290 mu, ¢ = 22400) liegt jedoch etwas langwelliger und héher 
als dasjenige des Trimethyl-oxy-chinons (270 mu, ¢ = 16000; Fig.4). 
Dieser Unterschied ist bedingt durch das Vorhandensein eines 
Oxydringes. Wir haben schon friiher gezeigt, daB die Maxima 
der U.V.-Spektren durch angegliederte Ringe erhéht und nach 
lingeren Wellen verschoben werden’). Damit scheint uns die in 
Formel Vc angegebene Formulierung des Oxychromans C,,H,,0, 
als Oxychromanchinon gut begriindet zu sein. 

Die fiir das Oxychinon C,,H,,0,Ve gemachten Ausfiihrungen 
gelten in analoger Weise auch fiir das Oxychinon C,,H,,0,Vd. 
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Wahrend in den homologen Reihen in bezug auf den Oxydations- 
Mechanisms qualitativ keine Unterschiede festgestellt werden 
kénnen, so sind doch die Aushenten bei den einzelnen Oxydations- 
einigen) Fallen recht verschieden. Das Oxychinon 
O, Vd entsteht in mindestens 50°/,iger Ausbeute bei der 
Oxvdation des Tetramethyl-o-chromanchinons III d, wahrend die 
Ansbenten an Oxyehinon C,,H,,0,Ve aus T'rimethyl-o-chroman- 
chinon gang wesentlich getinger sind. Umgekehrt laBt sich 
das Oxvehinon C,H, ,O, Vd durch direkte Oxydation des Penta- 
methyl-oxyehromans ld nur in mibiger Ausbeute gewinnen, 
whhreng das Oxrehinon Ve gerade durch die unmittel- 
hare Oxvdation des Hetramethyl-oxy-chromans Ic am leichtesten 
gewinnen ist. Solehe quantitativen Unterschiede der Reaktions- 
ceschwindigkerten sind allgemein sehr ausgeprigt bei den ein- 
selner Oxvdationssiaten der verschiedenen Homologen, so daB die 
ciinsiigsten Reaktiomszeiten in jedem Falle besonders durch das 
barneviment ermittelt werden miissen. Auch bei der Isomerisierung 
des toter zu dem gelben Tetra- 
IVd mit Salzsiure entsteht dasselbe Oxy- 
chinon \c ais Nehenprodukt. Wir haben das so erhaltene Oxychinon 
IL Schmneigponin and Mischschmelzpunkt mit dem oben erhaltenen 
Orvehion verguchen und keinen Unterschied gefunden. Dieser 
Sysetumc scheint bemerkenswert. weil daraus hervorgeht, daB auch 
qdurch tie Eimwirkang der Salzsiure eine Methylgruppe durch eine 
pe ersetzt werden cw 


sowotl das Oxychinon C,,H,,0, als auch das Oxychinon 


reagieren mit o-Phenylendiamin, obwohl sie sicher 
end Lie Reaktionsgeschwindigkeit ist jedoch erheblich 
sueiuer vel den roten o-Chinonen. Die erhaltenen Phenazine 
wollen wi ihrer interessanten 
 enceren Zusammenhang ausfihrlich beschreiben. 

Bildung der eschricbenen Oxychinone ist geeignet, 
Farvreaktion auf 6-Oxychromanderivate darauf aut- 
sowohl Vetramethyl-oxy-chroman als auch Pentamethyl- 
Wilden hei stiindiger Oxydation mit methanolischer 
relchliche Mengen der heschriebenen Oxychinone, 
deve typische Varbreaktion mit Alkalien, ja schon mit 
Sacumvoorwonet, leicht zu erkennen sind, Durch eine solche 
OL UULY Label sich noch 100 y 
Heim Ventamethyl-oxy-chroman ist die Reaktion 
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Diese Farbreaktion 1iBt sich in ihnlicher Weise auch auf die 
Tokopherole tibertragen. Auch aus den Tokopherolen entstehen durch 
etwa 1 stiindige Oxydation mit siedender methanolischer Salpeter- 
siiure Oxychinone, die auf Zusatz von methanolischer Natronlauge 
zur Oxydationsmischung an der violetten Farbung ihrer Natrium- 
salze zu erkennen sind. Mit wa8Sriger Natriumbicarbonatlésung 
geben die Oxydationsprodukte der Tokopherole jedoch im Gegen- 
satz zu den einfachen Modellsubstanzen keine Violettfarbung; die 
Bildung von Natriumsalzen in w&Briger Losung kann ja auch von 
den Tokopherolen infolge ihrer langen hydrophoben Seitenkette nicht 
erwartet werden. «-Tokopherol ist so allerdings erst in Mengen 
von etwa 2 mg sicher zu erkennen. (f-Tokopherol scheint etwas 
leichter auf diese Reaktion anzusprechen, die erzielten Farbungen 
zeigen jedoch meist einen mehr violett-briunlichen Farbton. Zu 
einer qualitativen Unterscheidung zwischen und #-Tokopherol 
scheint der Unterschied jedoch zu gering zu sein. 

Eine quantitative Untersuchung der geschilderten Farbreak- 
tion haben wir bisher nicht vorgenommen, da sie gegeniiber einer 
colorimetrischen Auswertung der bei Beginn derselben Oxydation 
auftretenden Rotfirbung kaum Vorteile bietet. Eine auf dieser 
Methode aufbauende Bestimmung der Tokopherole wiirde wie die 
Methode nach Furter und Meyer!®) den Nachteil haben, die 
biologisch unwirksamen natiirlich vorkommenden Oxydations- 
produkte der Tokopherole mitzubestimmen; iiberdies wiirde der 
bei der Methode von Furter und Meyer sich schon stérend 
bemerkbar machende Unterschied in den Oxydationsgeschwindig- 
keiten der verschiedenen Tokopherole bei der hier notwendigen 
langer dauernden Oxydation noch mehr ins Gewicht fallen und 
einen Vergleich colorimetrischer Werte mit der biologischen Wirk- 
samkeit unméglich machen. 

Durch die beschriebene Farbreaktion des g- und #-Toko- 
pherols ist erwiesen, daB bei der Oxydation mit methanolischer 
Salpetersiure in derselben Reihe noch ein 4. Oxydationsprodukt 
entsteht, das die Higenschaften eines Oxychinons V besitzt. Eine 
Abtrennung dieses Oxychinons von anderen Oxydationsprodukten 
haben wir nicht versucht. Auf Grund der gleichartigen Ent- 
stehungsweise und soweit untersucht auch des gleichartigen 
Verhaltens dieser aus den Tokopherolen erhiltlichen Oxychinone 
glauben wir, die fiir die krystallisierten Modellsubstanzen auf- 
gestellten Formeln auch auf jene iibertragen zu diirfen. Damit 
wire fiir das Oxychinon aus e-Tokopherol nur noch zweifelhaft, 
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Wihrend in den homologen Reihen in bezug auf den Oxydations- 
mechanismus qualitativ keine Unterschiede festgestellt werden 
kénnen, so sind doch die Ausbeuten bei den einzelnen Oxydations- 
stufen in einigen Fallen recht verschieden. Das Oxychinon 
C,,H,,0, Vd entsteht in mindestens 50°/,iger Ausbeute bei der 
Oxydation des Tetramethyl-o-chromanchinons III d, wihrend die 
Ausbeuten an Oxychinon C,,H,,0,Ve aus Trimethyl-o- chroman- 
chinon IIIc ganz wesentlich getinger sind. Umgekehrt laBt sich 
das Oxychinon ©C,,H,,0, Vd durch direkte Oxydation des Penta- 
methyl-oxychromans Id nur in mifiger Ausbeute gewinnen, 
wahrend das Oxychinon C,,H,,0, Ve gerade durch die unmittel- 
bare Oxydation des Tetramethyl-oxy-chromans Ic am leichtesten 
zu gewinnen ist. Solche quantitativen Unterschiede der Reaktions- 
geschwindigkeiten sind allgemein sehr ausgeprigt bei den ein- 
zelnen Oxydationsstufen der verschiedenen Homologen, so daf die 
giinstigsten Reaktionszeiten in jedem Falle besonders durch das 
Experiment ermittelt werden miissen. Auch bei der Isomerisierung 
des roten Tetramethyl-o-chromanchinons Id zu dem gelben Tetra- 
methyl-p-chromanchinon [Vd mit Salzsiure entsteht dasselbe Oxy- 
chinon Vd als Nebenprodukt. Wir haben das so erhaltene Oxychinon 
in Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit dem oben erhaltenen 
Oxychinon verglichen und keinen Unterschied gefunden. Dieser 
Befund scheint bemerkenswert, weil daraus hervorgeht, daB auch 
durch die Kinwirkung der Salzsiiure eine Methylgruppe durch eine 
Hydroxylgruppe ersetzt werden kann. 

Sowohl das Oxychinon C,,H,,0, als auch das Oxychinon 
C,,H,,0, reagieren mit o-Phenylendiamin, obwohl sie sicher 
p-Chinone sind. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist jedoch erheblich 
kleiner als bei den roten o-Chinonen. Die erhaltenen Phenazine 
wollen wir jedoch ihrer interessanten Tautomerieerscheinungen 
wegen in anderem Zusammenhang ausfiihrlich beschreiben. 

Die Bildung der beschriebenen Oxychinone ist geeignet, 
eine einfache Farbreaktion auf 6-Oxychromanderivate darauf auf- 
zubauen. Sowohl Tetramethyl-oxy-chroman als auch Pentamethy]- 
oxy-chroman bilden bei 1 stiindiger Oxydation mit methanolischer 
Salpetersiiure reichliche Mengen der beschriebenen Oxychinone, 
die durch ihre typische Farbreaktion mit Alkalien, ja schon mit 
Natriumbicarbonat, leicht zu erkennen sind. Durch eine solche 
Violettfairbung lassen sich noch 100 y Tetramethyl-oxy-chroman 
sicher erkennen. Beim Pentamethyl-oxy-chroman ist die Reaktion 
etwas weniger empfindlich. 
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Diese Farbreaktion 1i8t sich in ihnlicher Weise auch auf die 
Tokopherole iibertragen. Auch aus den Tokopherolen entstehen durch 
etwa 1 stiindige Oxydation mit siedender methanolischer Salpeter- 
siure Oxychinone, die auf Zusatz von methanolischer Natronlauge 
zur Oxydationsmischung an der violetten Farbung ihrer Natrium- 
salze zu erkennen sind. Mit wiafriger Natriumbicarbonatlésung 
geben die Oxydationsprodukte der Tokopherole jedoch im Gegen- 
satz zu den einfachen Modellsubstanzen keine Violettfairbung; die 
Bildung von Natriumsalzen in waBriger Lésung kann ja auch von 
den Tokopherolen infolge ihrer langen hydrophoben Seitenkette nicht 
erwartet werden. «-Tokopherol ist so allerdings erst in Mengen 
von etwa 2 mg sicher zu erkennen. #-Tokopherol scheint etwas 
leichter auf diese Reaktion anzusprechen, die erzielten Farbungen 
zeigen jedoch meist einen mehr violett-briunlichen Farbton. Zu 
einer qualitativen Unterscheidung zwischen und £-Tokopherol 
scheint der Unterschied jedoch zu gering zu sein. 

Eine quantitative Untersuchung der geschilderten Farbreak- 
tion haben wir bisher nicht vorgenommen, da sie gegeniiber einer 
colorimetrischen Auswertung der bei Beginn derselben Oxydation 
auftretenden Rotfarbung kaum Vorteile bietet. Eine auf dieser 
Methode aufbauende Bestimmung der Tokopherole wiirde wie die 
Methode nach Furter und Meyer") den Nachteil haben, die 
biologisch unwirksamen natiirlich vorkommenden Oxydations- 
produkte der Tokopherole mitzubestimmen; iiberdies wiirde der 
bei der Methode von Furter und Meyer sich schon stérend 
bemerkbar machende Unterschied in den Oxydationsgeschwindig- 
keiten der verschiedenen Tokopherole bei der hier notwendigen 
linger dauernden Oxydation noch mehr ins Gewicht fallen und 
einen Vergleich colorimetrischer Werte mit der biologischen Wirk- 
samkeit unméglich machen. 

Durch die beschriebene Farbreaktion des und f-Toko- 
pherols ist erwiesen, daB bei der Oxydation mit methanolischer 
Salpetersiure in derselben Reihe noch ein 4. Oxydationsprodukt 
entsteht, das die Eigenschaften eines Oxychinons V besitzt. Eine 
Abtrennung dieses Oxychinons von anderen Oxydationsprodukten 
haben wir nicht versucht. Auf Grund der gleichartigen Ent- 
stehungsweise und soweit untersucht auch des gleichartigen 
Verhaltens dieser aus den Tokopherolen erhiltlichen Oxychinone 
glauben wir, die fiir die krystallisierten Modellsubstanzen auf- 
gestellten Formeln auch auf jene iibertragen zu diirfen. Damit 
wire fiir das Oxychinon aus e@-Tokopherol nur noch zweifelhaft, 
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welche der beiden Methylgruppen in der Stellung 6 oder 7 der 
Formel Va durch eine Hydroxylgruppe ersetzt worden ist. Bei 
dem Oxychinon aus #-Tokopherol bleibt unbekannt, ob die CH,- 
Gruppe in 6 oder das Wasserstoffatom in 7 der Formel Vb durch 
eine Hydroxylgruppe ersetzt worden ist. Uber diese noch offenen 
Fragen diirften wahrscheinlich auch Versuche an geeigneten 
Modellen am einfachsten AufschluB geben kénnen. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
fiir die Férderung unserer Arbeit und Friulein H. Herrmann 
fiir die Durchfiihrung zahlreicher Versuche. 


Beschreibung der Versuche 


I. Isomerisierung des 2,7,8-Trimethyl-o-chromanchinons -6, 6. 
(Chromanrot 141). 200mg des roten Trimethyl-o-chromanchinons werden 
mit 160 eem eines Gemisches yon konzentrierter Salzsiiure und H,O im Ver- 
hiltnis 1:2, das auf 80° vorerwiirmt wurde, iibergossen und durch Umschwenken 
mdglichst rasch in Lésung gebracht. Man halt die Lésung 8 Minuten bei 
einer Temperatur von 78—80°, wobei die erst dunkelrote Lésung langsam 
heller wird und schlieBlich eine orange-gelbe Farbe annimmt. Gegen Ende 
der Reaktion beginnt eine geringe braungelbe Abscheidung. Kurz nach 
dem Eintreten der ersten deutlichen Abscheidung muf die Reaktion ab- 
gebrochen werden. Man gieBt das Reaktionsgemisch in 200 cem Wasser 
und extrahiert mit Ather. Die dtherische Lésung wird mehrfach mit Wasser 
gewaschen, dann mit einer Lésung von Natriumbicarbonat geschiittelt, so- 
lange diese eine violettblaue Farbe annimmt. Nach dem Abdampfen des 
Athers erhilt man einen braunen krystallinen Riickstand, der mit Petrol- 
iither (Siedep. 40—60°) ausgekocht wird. Aus der konzentrierten petrol- 
iitherischen Lésung scheiden sich bei guter Kiihlung die feinen gelben 
Krystallniidelehen des 2,6,7-Trimethyl-p-chromanchinons-5,8 aus. die nach 


dem Umkrystallisieren aus Petrolither bei 132° schmelzen. Ausbeute 
etwa 50 mg. 


4,095 mg Subst.: 10,495 mg CO,, 2,510mg H,0. 
C,.H,,0, Ber. C 69,87 H 6,84 Gef. C 69,90 H 6,86. 


U.V.-Absorption: Maximum bei 270 mu, ¢ = 15800 
Minimum bei 234myu, 4700. 


Die in Petrolither unldslichen Reaktionsprodukte lieBen sich nicht 
krystallisiert erhalten, sie lésen sich in Ather und lassen sich mit Petrol- 
iither in Form von rotbraunen amorphen Flocken ausfiillen, die sich iiber 
200° ohne eigentlichen Schmelzpunkt zersetzen. Die mit Natriumbicarbonat 
als violettblaue Natriumsalze ausgeschiittelten Anteile lassen sich nach dem 
Ansiuern wieder mit Ather extrahieren. Man erhilt ein gelbes Ol, das 
aus Petrolitherlésung geringe Mengen gelbroter Krystalle ergibt, die bei 
etwa 135° sechmelzen und vermutlich das Oxychinon C,,H,.0, aus Versuch III 
in nicht ganz reiner Form darstellen. 


‘ 
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_ Das rote 2,7,8-Trimethy]l-o-chromanchinon-5,6 lagert sich auch bei der 
Behandlung mit methanolischer Salpetersiiure (10°/, HNO,, d = 1,48) teilweise 
in das gelbe 2,6,7-Trimethyl-p-chromanchinon-5,8 um; die Ausbeuten sind 
bei derselben Aufarbeitung jedoch ganz wesentlich geringer als bei der 
Isomerisierung mit Salzsiiure. 


II. Phenazin aus 2,7,8-Trimethyl-o-chromanchinon-5,6. 100mg 
Trimethyl-o-chromanchinon werden mit 53mg o-Phenylendiamin in 10 cem 
Eisessig 10 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt, dabei fiirbt sich die Losung 
braunrot. Man gieft dann in 100 cem Wasser, wobei sich das Phenazin in 
gelben Flocken ausscheidet, Zur Reinigung wird mit Ather extrahiert und 
die ditherische Lésung mit Wasser und Natriumbicarbonatlésung gewaschen. 
Nach dem Abdampfen des Athers verbleibt ein gelber krystalliner Riiek- 


stand, der aus Methanol umkrystallisiert wird. Gelbe Krystallnadeln vom 
Sehmelzp. 180°. 


4,295 mg Subst.: 12,110mg CO,, 2,590 mg H,O. — 2,670 mg Subst.: 
0,231 eem N (21°, 760 mm). 
Ber. 77,66 H 6,52 10,07 
Gef. ,, 76,90 » 6,75 » 10,05. 


Das gelbe 2,6,7-Trimethyl-p-chromanchinon-5,8 aus Versuch I gibt 
unter denselben Versuchsbedingungen mit o-Phenylendiamin kein Phenazin- 
derivat; das Ausgangsmaterial (Schmelzp. 131°) 1aBt sich zum gréBten Teil 
wieder zuriickgewinnen, in geringen Mengen entsteht ein bei etwa 200° 
schmelzendes amorphes Nebenprodukt iihnlich wie in Versuch I. 


III. Oxychinon C,,H,,0,. 1 g Tetramethyl-oxy-chroman wird in 50 cem 
Methanol gelést und mit 5 cem HNO, (d = 1,48) 90 Minuten auf dem Wasser- 
bad zum Sieden erhitzt. Dann sieBt man in Wasser, extrahiert mit Ather 
und schiittelt die itherische Lésung mit einer wiSrigen Lésung von Natrium- 
bicarbonat solange aus, wie diese violettblau gefirbt wird. Die Bicarbonat- 
ausziige werden sauer gemacht und mit Ather extrahiert. Das aus dem 
_Ather erhaltene 01 bildet aus Petroliither gelbrote Nadeln yom Schmelzp. 145°. 
Ausbeute 80—100 mg. Dasselbe Oxychinon erhiilt man auch aus 2,7,8-Tri- 
methyl-o-chromanchinon-5,6 bei weiterer Oxydation mit methanolischer 


Salpetersiiure. 
3,182 mg Subst.: 7,380 mg CO,, 1,600 mg H,0O. 
C..7,,0, Ber. C 63,43 H 5,81 Gef. C 63,18 H 5,63. 


U.V.-Absorption: Maximum bei 294 mu, ¢ = 22400 
Minimum bei 248 mu, ¢ = 1000. 


Das Oxychinon C,,H,,0, setzt sich mit o-Phenylendiamin in Eisessig 
bei Istiindigem Erhitzen auf dem Wasserbad fast vollstindig um. Geringe 
Mengen des Oxychinons lassen sich mit Natriumbicarbonatlésung aus der 
‘itherischen Lésung der Reaktionsprodukte noch ausschiitteln. Das Phenazin 
krystallisiert in briunlich gelben Nadeln vom Schmelzp. 158°. 


IV. Isomerisierung des 2,2,7,8-Tetramethyl-o-chromanchinons-5, 6. 
(Chromanrot 109). 100 mg des roten Tetramethyl-o-chromanchinons werden 
in 2cem Methanol gelést und bis eben zum Sieden erhitzt. Gleichzeitig 
werden 25 cem konzentrierte Salzsiure im Verhiiltnis 1:1 mit Wasser ver- 
diinnt und auf 95° vorerwirmt. Ist diese Temperatur erreicht, so giebt 


| 
tas 


100 W. John und W. Emte, 


man die Salzsiiure in einem Gu8 unter kriftigem Schiitteln zur Liésung 
des Chromanrots hinzu und halt 50 Sekunden bei derselben Temperatur. 
Dann gieBt man die Reaktionsmischung in 100 eem Wasser, extrahiert mit 
Ather und wiischt diesen mit Wasser und Natriumbicarbonatlésung, solange 
diese eine violettblaue Fiairbung annimmt. Aus dem Ather erhilt man nach 
dem Einengen im Vakuum eine amorphe braunrote Substanz. Diese wird 
in wenig Benzol gelést, dann Petroliither zugegeben, solange noch ein rot- 
brauner flockiger Niederschlag abgeschieden werden kann und filtriert. Das 
Filtrat wird trocken gedampft, in wenig Benzol gelést und durch eine 
Siule von Kieselsiure von 1em Durchmesser und 10 em Hoéhe filtriert. 
Das Chromatogramm wird mit einem Gemisch von Benzol—Petrolither 1:1 
entwickelt. Es bildet sich oben eine breite rétliche Zone und darunter 
eine gut abgesetzte hellgelbe Zone. Die gelbe Zone wird vollstiindig ins 
Filtrat gewaschen, nachdem ein kleiner kaum gefiirbter Vorlauf vorher 
getrennt aufgefangen worden ist. Das gelbe Filtrat wird im Vakuum ein- 
gedampft und der verbleibende krystalline Riickstand aus wenig Petrolither 
(40—60°) umkrystallisert. Das 2,2,6,7-Tetramethyl-p-chromanchinon-5,8 
krystallisiert in feinen gelben Nadelchen, die meist zu Kiigelchen zu- 
sammengelagert sind und bei 84° schmelzen. Ausbeute: 10—15 mg. 


4,282 mg Subst.: 11,150 mg CO,, 3,005 mg H,0. 
Ber. C 70,88 H 73% Gef. C 71,02 H 7,84. 


U.V.-Absorption: Maximum bei 270 my, e = 18000 
Minimum bei 234mu, e= 4000. 


Das Hauptprodukt der Reaktion ist wieder ein rotbraunes amorphes 
Produkt, das aus Benzollésung mit Petrolither ausfiillbar ist. Es schmilzt 
unscharf unter Zersetzung bei etwa 200°. Die analytische Zusammensetzung 
dieses Produktes entspricht ungefiihr der Formel C,,H,,0;, ist aber wahr- 
scheinlich ein Vielfaches dieser Formel. Seine niihere Untersuchung hat 
uns in diesem Zusammenhang nicht interessiert. 

4,531 mg Subst.: 11,510 mg CO,, 2,890 mg H,0. 

C,,.H,,0, Ber. C 69,86 H 6,85 Gef. C 69,28 H 7,13. 


Die oben erwiihnten violettblauen Bicarbonatausziige werden angesiiuert 
und ausgeiithert. Der nach dem Abdampfen des Athers erhaltene Riick- 
stand kann aus Petrolither umkrystallisiert werden. Man erhilt schéne 
gelbrote flache Niidelechen vom Schmelzp. 137°, die mit dem in Versuch VI 
beschriebenen Oxychinon vom Schmelzp. 140° keine Depression im Misch- 
schmelzpunkt geben. Zur Durchfiihrung einer Analyse war die erhaltene 
geringe Substanzmenge nicht ausreichend. 


V. Phenazin aus 2,2,7,8-Tetramethyl-o-chromanchinon-5,6. Das 
rote Tetramethyl-o-chromanchinon wird wie in Versuch II mit o-Phenylen- 
diamin umgesetzt. Das Phenazin krystallisiert aus Methanol in hellgelben 
Nadeln vom Schmelzp. 151°. Das Phenazin ist auch yon Smith beschrieben 
und der Schmelzp. 151,5° dafiir angegeben worden. Wir haben es erneut 
dargestellt zur Aufnahme des U.V.-Absorptionsspektrums. 

4,465 mg Subst.: 12,750mg CO,, 2,760mg H,O. — 2,807 mg Subst.: 
0,232 cem N (24,5°, 765 mm). 

Ber. C 78,04 116,90 


8 
Gef. ,, 77,88 », 6,92 D. 
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U.V.-Absorption: Maxima bei 265 mu, «= 80000 und bei 365 mu, «= 11000 
Minima bei etwa........-.. 302 mu, e= 900. 


Unter denselben Versuchsbedingungen wie oben gibt das gelbe 
2, 2,6, 7-Tetramethyl-p-chromanchinon-5,8 aus Versuch IV kein Phenazin. 


VI. Oxychinon C,,H,,0,. 100mg des roten 2,2,7,8-Tetramethyl- 
o-chromanchinons-5,6 werden in 30cem Methanol gelést und mit 3 ccm 
HNO, (d = 1,48) 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Dann verdiinnt 
man mit Wasser, extrahiert mit Ather und schiittelt die itherische Lésung 
solange mit Natriumbicarbonatlésung, wie diese sich violettblau firbt. Die 
Bicarbonatausziige werden sauer gemacht und mit Ather extrahiert. Nach 
dem Abdampfen des Athers erhilt man einen gelbroten krystallinen Riick- 
stand, den man aus Petrolither umkrystallisiert in sehr schénen gelbroten, 
flachen Nadeln oder nach nochmaligem Umkrystallisieren in diinnen Bliittchen 
erhalt, die bei 140° schmelzen. Ausbeute etwa 50 mg. 


3,813, 2,720 mg Subst.: 8,965, 6,500 mg CO,, 2,120, 1,620 mg H,0. 
€,.H,,0, Ber. C 64,83 H 6,35 Gef. C 64,12, 65,17 H 6,22, 6,66. 


U.V.-Absorption: Maximum bei 294 my, s = 20800 
Minimum bei 248 mu, e= 900. 


Das Phenazin des Oxychinons C,.H,,O, entsteht bei 2 stiindigem Er- 
hitzen fiquivalenter Mengen o-Phenylendiamin und Oxychinon in 
auf dem Wasserbad. Bei kiirzeren Reaktionszeiten lassen sich mit Natrium- 
bicarbonatlésung erhebliche Mengen des Oxychinons wieder zuriickgewinnen. 
Das Phenazin krystallisiert in briunlich gelben Nadeln vom Schmelzp. 142°. 


VII. Farbreaktion auf 6-Oxy-chromane. — 2,5,7,8-Tetramethy]- 
6-oxy-chroman. Etwa 1 mg Tetramethyl-oxy-chroman wird in 3 cem gelést 
und mit 0,3 cem HNO, (d = 1,48) auf dem Wasserbad in leichtem Sieden 
gehalten. Die Lésung wird zuerst schwach rot und dann allmiihlich wieder 
heller gelbrot. Nach 1 Stunde gieSt man in 20 cem Wasser, schiittelt in 
einem kleinen Scheidetrichter mit 10 cem Ather und schiittelt die aitherische 
Lésung mit 3 cem gesiittigter Natriumbicarbonatlésung, die noch etwas 
festes Bicarbonat als Bodenkérper enthilt. Die wiBrige Phase fiirbt sich 
intensiv violett. Auf diese Weise ist noch 0,1 mg des Oxychromans durch 
eine deutliche Violettfirbung zu erkennen. Die Reaktion ist auch dann 
noch deutlich positiv, wenn die zuerst auftretende Rotfirbung nur noch 
iiuBerst schwach ist und bei ihnlich gefirbten Beimengungen ohne eine 
spektrale colorimetrische Analyse nicht mehr zu erkennen sein diirfte. 

Eine zweite Ausfiihrungsart, die auch fiir die Tokopherole anwendbar 
ist, wird folgendermaBen durchgefiihrt: Man oxydiert eine geringe Menge 
des Tetramethyl-oxychromans wie oben mit methanolischer Salpetersiiure. 
Nach 1 Stunde gibt man zu der vorher abgekiihlten Lésung tropfenweise 
10°/,ige methanolische Natronlauge bis zur alkalischen Reaktion hinzu. Die 
urspriinglich rétlichgelbe Lésung hellt sich dabei zunichst etwas auf, dann 
tritt dieselbe intensive Violettfirbung ein, wie sie oben die Bicarbonatlésung 
angenommen hatte. Gleichzeitig scheidet sich etwas NaNO, in weiBen 
Krystallnadeln aus, von denen sich die violette Farbe auch in gro8er Ver- 
diinnung deutlich abhebt. 

2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-oxy-chroman ergibt nach beiden Aus- 
fiihrungsarten deutliche Violettfirbungen. Die Probe ist jedoch etwas 
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weniger empfindlich. 1mg Pentamethyl-oxy-chroman gibt noch eine deut- 
liche Farbung, die dhnlich aussieht wie die von geringen Mengen Jod in 
Chloroform; die Erkennung geringerer Mengen ist unsicher und bietet gegen- 
iiber einer Priifung auf Grund der anfinglichen Rotfirbung bei der Oxy- 
dation mit Salpetersiiure nur Vorteile, wenn die rétliche Farbe durch ahn- 
lich gefirbte Beimischungen schlecht zu erkennen ist. 

o#-Tokopherol kann nur durch die zweite Art der Ausfiihrung er- 
kannt werden, die Bildung eines violetten Natriumsalzes mit Natriumbicar- 
bonat in wiBriger Lésung bleibt vollstiindig aus. 5—10mg a-Tokopherol 
werden in 3 ecm Methanol gelést und mit 0,3 eem HNO, (d = 1,48) 1 Stunde 
zum langsamen Sieden erhitzt. Dann versetzt man die Reaktionsmischung 
tropfenweise mit 10°/,iger methanolischer Natronlauge, wobei die urspriing- 
lich schwach gelbrote Farbe zunichst einem etwas helleren Gelb Platz 
macht und dann in Violett umschligt. Der Farbumschlag ist deutlich sicht- 
bar an der Eintropfstelle der methanolischen Natronlauge. Nach einigem 
Stehen scheint die Firbung der Lésung noch deutlicher zu werden und 
hebt sich bei geringen Mengen gut von dem auskrystallisierten weiBen 
Bodenkérper von NaNO, ab. Um sicher zu gehen, daB man den giinstigsten 
Zeitpunkt der Oxydation zur Priifung wihlt, empfiehlt es sich, von einer 
wie oben angesetzten Probe nach 40, 60 und 80 Minuten je '/, zu entnehmen 
und mit methanolischer Natronlauge zu versetzen. Auf diese Weise geben 
1—2 mg «-Tokopherol noch deutliche Fiarbungen. 

¢-Tokopherol wird in genau der gleichen Weise behandelt wie 
a-Tokopherol. Die Probe scheint auf #-Tokopherol noch leichter anzu- 
sprechen als auf «-Tokopherol. Die erzielten Firbungen sind meist nicht 
rein violett, sondern etwas briunlich verfirbt. Ist in manchen Fallen 
zweifelhaft, ob die Farbreaktion auf $-Tokopherol positiv ausgefallen ist 
oder nicht, so wird man wieder, wie es beim a-Tokopherol beschrieben 
wurde, eine etwas gréBere Menge des auf §-Tokopherol zu priifenden Oles 


oxydieren und nach mehreren verschiedenen Zeiten durch Zugabe von | 
methanolischer Natronlauge priifen. 


VIII. Isomerisierung des «-Tokopherolrots. 200 mg «-Tokopherol- 
rot, das durch 2 maliges Chromatographieren an SiO, sorgfiltig von allen 
gelben stirker absorbierenden p-chinoiden Bestandteilen befreit ist (Spektrum 
Fig. 1 bei 270 mu, e = 4050), wird in 2—3 cem Methanol hei8 gelést. Gleich- 
zeitig werden 200ccem Salzsiiure im Verhiltnis 1:1 mit Wasser verdiinnt 
und auf 85° erhitzt. Ist diese Temperatur erreicht, so gieBt man die Siure 
in einem zu der heiBen Liésung des o-Tokopherolrots und schiittelt 
kriftig 2 Minuten lang durch. Es mu8 sich eine gleichmifSige kolloidale 
Lisung bilden, die nirgends Oltrépfchen absetzt. Die Liésung wird langsam 
heller und schlieBlich orangegelb. Man gieBt in 500 cem Wasser und ex- 
trahiert mit Ather. Aus der itherischen Lésung erhilt man ein gelbrotes 
Ol, das in wenig Benzol gelést wird und wie in Versuch IV durch eine 
Siule von Kieselsiiure geschickt wird. Das Chromatogramm wird mit 
Benzol-Petrolither 1:1 entwickelt. Es bilden sich folgende Zonen, die 
mit Alkohol—Ather 1:1 eluiert werden. 

I (oben) breite rote Zone, die ein rotes Ol enthiilt, das die folgende 
U.V.-Absorption zeigt: 


Maximum: 270 mu, ¢ = 5000 
Minimum: 240 muy, e = 3900. 
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II (Mitte) gelbe Zone, aus der ein rétlich gelbes Ol eluiert werden 
kann, das wohl die Hauptmenge des entstandenen p-Chinons enthiit. 


Maximum: 270 mp, e = 6400 
Minimum: 240 mp, ¢ = 4400. 


lil (unten) schwach gefirbte Zone, deren gelbliches Eluat wieder 
schwicher absorbiert. 


Maximum: 270 mu, s = 4700 
Minimum: 254 mu, e = 4300. 


Aus der Lisung dieser Ole in Petrolither scheiden sich bei guter 
Kiihlung lange Krystallnadeln aus, die bei 122° schmelzen. 


IX. Phenazin aus o-Tokopherolrot. 100 mg eines chromatographisch 
gereinigten «-Tokopherolrots werden mit 30 mg o-Phenylendiamin in 5 cem 
Kisessig 10 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt. Dann gie8t man in Wasser 
und extrahiert mit Ather. Das aus dem Ather erhaltene gelbbraune Ol 
wird in Benzol gelést und durch eine kleine Sdule von SiO, filtriert. Schwach 
rétliche Teile werden festgehalten. Das aus dem Filtrat erhaltene Ol] ist 
rein gelb und zeigt die auch bei dem Phenazin aus 2,2, 7,8-Tetramethy]l- 
o-chromanchinon-5,6 beobachteten typischen U.V.-Absorptionsmaxima bei 


270 mu, ¢ = 22100 und 365 mu, e = 4900, dazwischen liegt ein Minimum bei 
etwa 302 mu, « = 1000. 


X. Isomerisierung des (-Tokopherolrots. 200mg (§-Tokopherolrot 
werden nach sorgfiltiger chromatographischer Reinigung an SiO, (U.V.- 
Spektrum Abb. 1, bei 270 mu, = 4700) genau wie in Versuch VIII mit 
Salzsiiure behandelt und das Isomerisierungsprodukt ebenso dureh Adsorp- 
tion an SiO, fraktioniert. Die entsprechende gelbe Zone II des Chromato- 
gramms enthilt ein rétlich gelbes Ol, dessen U.-V.-Absorption bei 270 mu 
eine Héhe von ¢ = 5400 erreicht, die Erhéhung gegeniiber dem Ausgangs- 


material ist demnach gering. Die Absorptionsminima bei 248 my und 260 mu 
sind ebenfalls wenig ausgepriigt. 


XI. Phenazin aus f-Tokopherolrot. 100 mg #-Tokopherolrot werden 
mit 30mg o-Phenylendiamin in 5 cem Eisessig 10 Minuten auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Die Aufarbeitung ist dieselbe wie in Versuch IX. Das U.V.- 
Absorptionsspektrum des Phenazins aus §-Tokopherolrot zeigt 2 Absorptions- 
maxima bei 265 mu, 6 = 26600 und bei 365 mp, e = 4000; dazwischen liegt 
ein Minimum bei etwa 302 mu, « = 800. 
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Uber die Synthese des Iso-«-tokopherols 
9. Mitteilung iiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E) 


Von 


{ 
W. John, Ph. Giinther und F. H. Rathmann | 
{ 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaétslaboratorium in Géttingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1940) 


Die Synthese des «-Tokopherols nach Karrer, Fritzsche, | 
Ringier und Salomon!) geht aus von Pseudocumohydrochinon 
und Phytol. An Stelle des Pseudocumohydrochinons lassen sich, 
wenn auch viel weniger glatt, andere substituierte Hydrochinone 
zum Aufbau von tokopherolahnlichen Chromanderivaten verwenden; 
ebenso kann auch das Phytol durch andere a, 6-ungesittigte Alkohole 
ersetzt werden. Dadurch ist es méglich, eine Reihe von Homo- 
logen des «-Tokopherols darzustellen, deren Priifung im Ratten- 
test nach Evans in Hinblick auf die Konstitutionsspezifitat der 
Vitamin-K-Wirksamkeit von Interesse ist. 

Nach den wenigen bisher vorliegenden Beobachtungen scheint 
eine erhéhte Wirksamkeit als Antisterilitatsfaktor relativ eng an 
die Konstitution der Seitenkette der natiirlichen Tokopherole ge- 
kniipft zu sein. Es ist daher wiinschenswert, die Abhingigkeit 
der biologischen Aktivitét von der Gestalt dieser Seitenkette durch 
die Priifung einer gréBeren Zahl von Seitenkettenhomologen des 
a-Tokopherols naiher zu studieren. Nun sind aber solche Seiten- 
kettenhomologen der Tokopherole nach der Methode von Karrer 
nur in beschrankter Anzahl einigermaBen einfach zuginglich, da 
die zur Synthese notwendigen a, f-ungesittigten Alkohole nur in 
einigen wenigen Fallen aus Naturprodukten ziemlich leicht zu- 
ganglich und die synthetischen Verfahren zur Darstellung solcher 
Alkohole meist recht umstiindlich und miihsam sind, soweit es 
sich nicht um die einfachsten Vertreter dieser Gruppe handelt. 
So kommt es, daB in den 3 Jahren seit der Auffindung der 
Karrerschen Synthese auBer den einfachen homologen Grund- 
kérpern bisher nur 2 Seitenkettenhomologe der Tokopherole dar- 
gestellt werden konnten?). Es hat daher nicht an Versuchen gefehlt, 
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die von dem Bestreben geleitet waren, die Karrersche Synthese 
in diesem Punkte zu erginzen, ohne daB indessen bisher wesent- 
liche Ergebnisse hitten erzielt werden kénnen**) Das von uns 
im folgenden beschriebene Verfahren gestattet nun, in fast 
unbeschrinkter Zahl beliebig konstituierte Seitenketten in die 
2-Stellung des tokopherolahnlich substituierten Chromanring- 
systems einzufiihren und somit weitgehend beliebig variierte 
Seitenkettenhomologe des e-Tokopherols darzustellen. Damit ist 
eine neue vielseitige Méglichkeit gegeben, die Abhingigkeit der 
Vitamin K-Wirksamkeit von der Konstitution der Seitenkette zu 
studieren. 

Noch aus einem zweiten Grund ist schon kurze Zeit nach 
der Durchfithrung der Karrerschen Synthese von anderer Seite 
die Bearbeitung weiterer synthetischer Methoden zum Aufbau 
von Tokopherolen oder tokopherolihnlichen Stoffen in Angriff ge- 
nommen worden. Das zur bisherigen «-Tokopherolsynthese not- 
wendige Pseudocumohydrochinon ist ein Stoff, der iiber mehrere, 
zum Teil nur miBig ergiebige Stufen dargestellt werden muB°). 
Noch viel mehr ist das Phytol ein recht kostspieliges Priiparat, 
das entweder durch komplizierte Aufbereitungsverfahren aus Natur- 
produkten oder durch die ebenfalls nicht sehr einfache Synthese 
nach F.G. Fischer‘) gewonnen wird. Neue synthetische Ver- 
fahren zur Darstellung von a-Tokopherol oder homologen Toko- 

} pherolen miissen daher gleichzeitig die Méglichkeit bieten, die 
teuren Ausgangsmaterialien der ersten «-Tokopherol-Synthese 
durch einfachere und billigere zu ersetzen. Auch dieser Aufgabe 

; wird unser neues Verfahren gerecht insofern, als dieses unmittel- 

. bar von dem einfachst méglichen Ausgangsmaterial dieser ganzen 

Stoffklasse, dem Pseudocumol, ausgeht, das bekanntlich aus Teer- 
destillationsprodukten billig zuginglich ist. 

Das umfangreiche Material der experimentellen EKinzelheiten 

soll an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben werden; an dieser 

Stelle bringen wir vorerst nur als Beispiel die Synthese eines 
Isomeren des a@-Tokopherols, das als Iso-a-tokopherol bezeichnet 

P werden soll. Dieses unterscheidet sich vom @-Tokopherol nur da- 

; durch, daf dessen isoprenartig verzweigte Seitenkette in der 

. 2-Stellung des Chromanringsystems durch eine geradlinig an- 

7 geordnete Cetylseitenkette ersetzt ist. In genau derselben Weise 

. haben wir auch eine Reihe anderer Alkylreste an die Stelle der 

- natiirlichen Seitenkette der Tokopherole elngefiihrt und werden 

dariiber demniachst berichten. 
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9. Mitteilung tiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E) 


Von 


W. John, Ph. Giinther und F. H. Rathmann 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium in Géttingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1940) 


Die Synthese des a-Tokopherols nach Karrer, Fritzsche, 
Ringier und Salomon!) geht aus von Pseudocumohydrochinon 
und Phytol. An Stelle des Pseudocumohydrochinons lassen sich, 
wenn auch viel weniger glatt, andere substituierte Hydrochinone 
zum Aufbau von tokopherolahnlichen Chromanderivaten verwenden; 
ebenso kann auch das Phytol durch andere a, @-ungesittigte Alkohole 
ersetzt werden. Dadurch ist es méglich, eine Reihe von Homo- 
logen des «-T'okopherols darzustellen, deren Priifung im Ratten- 
test nach Evans in Hinblick auf die Konstitutionsspezifitat der 
Vitamin-EK-Wirksamkeit von Interesse ist. 

Nach den wenigen bisher vorliegenden Beobachtungen scheint 
eine erhéhte Wirksamkeit als Antisterilititsfaktor relativ eng an 
die Konstitution der Seitenkette der natiirlichen Tokopherole ge- 
kniipft zu sein. Es ist daher winschenswert, die Abhangigkeit 


der biologischen Aktivitét von der Gestalt dieser Seitenkette durch — 


die Priifung einer gréBeren Zahl von Seitenkettenhomologen des 
a-Tokopherols naher zu studieren. Nun sind aber solche Seiten- 
kettenhomologen der Tokopherole nach der Methode von Karrer 
nur in beschrankter Anzahl einigermafSen einfach zuginglich, da 
die zur Synthese notwendigen «, #-ungesiittigten Alkohole nur in 
einigen wenigen Fallen aus Naturprodukten ziemlich leicht zu- 
ginglich und die synthetischen Verfahren zur Darstellung solcher 
Alkohole meist recht umstindlich und miihsam sind, soweit es 
sich nicht um die einfachsten Vertreter dieser Gruppe handelt. 
So kommt es, da® in den 3 Jahren seit der Auffindung der 
Karrerschen Synthese auBer den einfachen homologen Grund- 
kérpern bisher nur 2 Seitenkettenhomologe der Tokopherole dar- 
gestellt werden konnten?), Es hat daher nicht an Versuchen gefehlt, 
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die von dem Bestreben geleitet waren, die Karrersche Synthese 
in diesem Punkte zu ergiinzen, ohne da8 indessen bisher wesent- 
liche Ergebnisse hitten erzielt werden kénnen**). Das von uns 
im folgenden beschriebene Verfahren gestattet nun, in fast 
unbeschrankter Zahl beliebig konstituierte Seitenketten in die 
2-Stellung des tokopherolihnlich substituierten Chromanring- 
systems einzufiihren und somit weitgehend beliebig variierte 
Seitenkettenhomologe des a-Tokopherols darzustellen. Damit ist 
eine neue vielseitige Méglichkeit gegeben, die Abhingigkeit der 
Vitamin K-Wirksamkeit von der Konstitution der Seitenkette zu 
studieren. 

Noch aus einem zweiten Grund ist schon kurze Zeit nach 
der Durchfiihrung der Karrerschen Synthese von anderer Seite 
die Bearbeitung weiterer synthetischer Methoden zum Aufbau 
von Tokopherolen oder tokopherolaihnlichen Stoffen in Angriff ge- 
nommen worden. Das zur bisherigen «-Tokopherolsynthese not- 
wendige Pseudocumohydrochinon ist ein Stoff, der iiber mehrere, 
zum Teil nur miBig ergiebige Stufen dargestellt werden muB°). 
Noch viel mehr ist das Phytol ein recht kostspieliges Priparat, 
das entweder durch komplizierte Aufbereitungsverfahren aus Natur- 
produkten oder durch die ebenfalls nicht sehr einfache Synthese 
nach F.G. Fischer) gewonnen wird. Neue synthetische Ver- 
fahren zur Darstellung von a-Tokopherol oder homologen Toko- 
pherolen miissen daher gleichzeitig die Méglichkeit bieten, die 
teuren Ausgangsmaterialien der ersten «-Tokopherol-Synthese 
durch einfachere und billigere zu ersetzen. Auch dieser Aufgabe 
wird unser neues Verfahren gerecht insofern, als dieses unmittel- 
bar von dem einfachst méglichen Ausgangsmaterial dieser ganzen 
Stoffklasse, dem Pseudocumol, ausgeht, das bekanntlich aus Teer- 
destillationsprodukten billig zuginglich ist. 

Das umfangreiche Material der experimentellen Einzelheiten 
soll an anderer Stelle ausfiihrlich beschrieben werden; an dieser 
Stelle bringen wir vorerst nur als Beispiel die Synthese eines 
Isomeren des e-Tokopherols, das als Iso-a-tokopherol bezeichnet 
werden soll. Dieses unterscheidet sich vom «-Tokopherol nur da- 
durch, daf dessen isoprenartig verzweigte Seitenkette in der 
2-Stellung des Chromanringsystems durch eine geradlinig an- 
geordnete Cetylseitenkette ersetzt ist. In genau derselben Weise 
haben wir auch eine Reihe anderer Alkylreste an die Stelle der 
natiirlichen Seitenkette der Tokopherole elngefiihrt und werden 


dariiber demnichst berichten. 
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Die Grundziige der folgenden Synthese haben wir schon vor 
11/, Jahren auf der Tagung der Nordwestdeutschen Chemiedozenten 
in Rostock mitgeteilt”). Ausgangsmaterial ist die zwischen 160 
und 170° siedende Fraktion des technischen Pseudocumols I. In 
dieses wird nach Gattermann®) eine Aldehydgruppe eingefiihrt. 
Den erhaltenen 3,4,6-Trimethyl-benzaldehyd-1 II kondensiert man 
nun mit Aceton zum 3,4,6-Trimethyl-benzylidenaceton III vom 
Schmelzp. 51°, das in einer Ausbeute von rund 75°/, entsteht. 
Durch Hydrierung von III erhalt man in nahezu quantitativer 
Ausbeute das 3,4,6-Trimethyl-benzylaceton IV vom Schmelzp. 55°. 
Dieses kann leicht 2fach nitriert werden, wobei sich das 2,5-Di- 
nitro-3, 4,6-trimethyl-benzylaceton V vom Schmelzp. 136,5° in etwa 
50°/,iger Ausbeute bildet. Die beiden Nitrogruppen lassen sich 
nun in glatter Reaktion zum 2,5-Diamino-3,4,6-trimethyl-benzyl- 
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aceton VI reduzieren; durch anschlieBende Oxydation des Diamins 
erhalt man schlieBlich das 1-(3’-Ketobutyl)-3, 4, 6-trimethyl-benzo- 
chinon VII. Dieses wie auch das entsprechende Hydrochinon VIII 
haben wir schon friher beschrieben?), Wahrend es jedoch damals 
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auf einem etwas komplizierteren Umweg erhalten wurde, gelingt 
jetzt seine Darstellung aus Pseudocumol in 6 Stufen mit einer 
Gesamtausbeute von etwa 10°/, des Ausgangsmaterials. 

Das 1-(3’- Ketobutyl)-3, 4,6-trimethyl-benzohydrochinon VIII 
ist nun ein geeignetes Material zur Umsetzung mit beliebigen 
Alkylhalogeniden in Form ihrer Grignard-Verbindungen. Das 
Vorhandensein zweier Hydroxylgruppen in diesem Hydrochinon 
erfordert allerdings, daB mindestens 3 Mole der Alkylmagnesium- 
halogenide zur Umsetzung verwendet werden. Die Bildung schwer 
léslicher Additionsprodukte im Verlauf der Reaktion kann allen- 
falls bei den niederen Alkylen hinderlich sein. Die Organo- 
magnesiumverbindungen lingerer Alkylketten kénnen leicht in 
Lésung gehalten und befriedigend umgesetzt werden. Man erhilt 
zunichst die tertidren Carbinole entsprechend Formel IX, die wir 
aber meist ohne sie zu isolieren durch Wasserabspaltung unmittel- 
bar in die Chromanderivate X ibergefihrt haben®). Bei der Um- 
setzung des Ketobutyl-trimethyl-hydrochinons VIII mit Cetyl- 
bromid oder besser Cetylchlorid entsteht auf die beschriebene 
Weise das Iso-a-tokopherol X, das zweckméBigerweise iiber das 
Allophanat isoliert und gereinigt wird. | 

Das Iso-a-tokopherylallophanatist dem @-Tokopherylallophanat 
sehr ihnlich und besitzt fast dieselbe U.V.-Absorption wie dieses. 
In vollig reinem Zustand ist es gut krystallisiert und schmilzt bei 
176°. Das durch eine vorsichtige Verseifung erhaltene freie Iso- 
a-tokopherol ist ein sehr fein krystallines weiBes Pulver vom 
Schmelzp. 64°. Es wird wie e@-Tokopherol von alkoholischer Silber- 
nitratlésung und alkoholischer Salpeterséure oxydiert, auch seine 
U.V.-Absorption stimmt mit der des ¢-Tokopherols nahezu vdllig 
iiberein. Nur die Léslichkeiten des Iso-a-tokopherols und seiner 
Derivate sind im allgemeinen etwas geringer als diejenigen des 
natirlichen «-Tokopherols und seiner Derivate. Die Ergebnisse 
der biologischen Prifung im Evans-Test liegen noch nicht vor. 

Gleichzeitig mit dem eben beschriebenen Weg der Synthese 
des Iso-a-tokopherols haben wir ein zweites Darstellungsverfahren 
ausgearbeitet, das nicht das freie Ketobutyl-trimethylhydrochinon 
VIII zu den Umsetzungen nach Grignard verwendet, sondern 
Derivate dieses Hydrochinons, in denen die Hydroxylgruppen 
durch Veritherung vor dem Angriff der magnesiumorganischen 
Verbindungen geschiitzt sind. Es hat sich gezeigt, daB eine Ab- 
schirmung beider Hydroxylgruppen durch Veratherung nicht zum 
Ziel fihrt, weil die Athergruppen nicht geniigend leicht wieder 
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abgespalten werden kénnen, und daB leichter spaltbare Ather nicht 
verwendet werden kénnen, weil sie nicht einfach genug zuginglich 
sind oder vorzeitig bei der Durchfithrung anderer Reaktionen 
gespalten werden. 

Sehr bewihrt hat sich dann die Verwendung von Mono- 
ithern des Ketobutyl-trimethyl-hydrochinons zur Durchfiihrung 
von Grignard-Reaktionen, da diese leicht zugiinglich sind und auf 
: oxydativem Wege ebenso leicht wieder gespalten werden kénnen. 
Die darauf aufbauende zweite Durchfiihrungsart der Synthese des 
Iso-a-tokopherols und fhnlicher Verbindungen geht den durch 
die Formeln XI bis XVII angegebenen Weg. Der Monomethyl- 
ither des Pseudocumohydrochinons XI kann, wie wir gefunden 
haben, leicht in ausgezeichneter Ausbeute dargestellt werden 
In héchst glatter Reaktion gelingt es, diesen mit Formaldehyd 
und Salzsiure!*) zum 1-Chlormethyl-2-methoxy-3, 4, 6-trimethyl- 
5-oxy-benzol XII umzusetzen. Dieses wird dann mit Natrium- 
acetessigester zur Reaktion gebracht und iiber die Zwischen- 
stufe XIII, die nicht isoliert zu werden braucht, zum 1-(3’-Keto- 
butyl-)pseudocumohydrochinon-monomethylather XIV verseift. Der 
Ketobutyl-pseudocumohydrochinon-mono-methylather XVI ist nun 
ein geeignetes Ausgangsmaterial zu Grignard-Umsetzungen mit 
beliebigen Alkylmagnesiumhalogeniden. Wir haben vorerst die 
Reaktion mit Methyl-, Athyl., Butyl-, Dodecyl- und Cetylhalo- 
ear eas und in allen Fallen befriedigende Ergebnisse 
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erhalten. Die Notwendigkeit auch hier mindestens 2 Mol der 
Organomagnesiumverbindung verwenden zu miissen, ist nicht 
stérend, da die Reaktionsprodukte sich durch Adsorptionsverfahren 
leicht voneinander trennen lassen. Die nach Durchfiihrung der 
Grignard-Reaktion zunichst entstehenden Carbinole XV werden 
mit Silberacetat oxydiert zu den entsprechenden Chinonen XVI, 
die in einer Reaktion durch gleichzeitige Reduktion und Wasser- 
abspaltung in die gewiinschten tokopherolahnlichen 2-substituierten 
Chromanderivate XVII iibergefiihrt werden kénnen. Das auf 
diesem Wege hergestellte Iso-c-tokopheryl-allophanat entsteht in 
guter Ausbeute und ist sofort sehr rein, da bei der Reaktion 
keine schwer abtrennbaren Nebenprodukte entstehen. Es schmilzt 
bei 176° und ist in allen untersuchten Higenschaften identisch 
mit dem oben erwihnten Iso-«-tokopheryl-allophanat. 

Die beiden beschriebenen Methoden zur Darstellung des 
Tso-a-tokopherols werden erginzt duch ein drittes Verfahren, 
das wir schon friiher beschrieben haben’). Das 5,7,8-Trimethyl- 
6-oxy-3,4-dihydro-cumarin XVIII kann mit einem geeignet ge- 
waihlten Gemisch zweier Alkylmagnesiumverbindungen A und B 
umgesetzt werden. Dabei entstehen drei verschiedene 2-substituierte 
Chromanderivate: 

1. Ein Chromanderivat, das zwei Alkyle A, 

2. ein Chromanderivat, das beide Alkyle A und B, und 
schlieBlich 

3. ein Chromderivat, das zwei Alkyle B enthalt. Die Aus- 
beute des zweiten Chromanderivates ist doppelt so groB als die- 
jenigen der Chromanderivate unter 1 und 3. Wahlt man nun als 
Komponente A Methylmagnesiumjodid und als Komponente B 
Cetylmagnesiumchlorid, so erhalt man als Hauptprodukt der 
Grignard-Umsetzung dasselbe Iso-a-tokopherol XX wie nach 
den beiden vorher beschriebenen Verfahren; als Nebenprodukte 
entstehen 2, 2,5, 7,8-Pentamethyl-6-oxy-chroman XIX und 5,7, 8-Tri- 
methyl-2, 2-dicetyl-6-oxy-chroman XXI. Die Allophansiureester 
dieser 3 Reaktionsprodukte unterscheiden sich erheblich in ihrer 
Léslichkeit, sowie in ihrer Haftfestigkeit an Aluminiumoxyd, so daB 
ihre Trennung relativ einfach durchfihrbar ist. 

Diese 3. Methode besitzt einen gewissen Wert zur EKinfiihrung 
langerer Alkylseitenketten in die 2-Stellung des Chromanring- 
systems, da sie ebenfalls von einem einfach zuginglichen Aus- 
gangsmaterial ausgeht; die Kinfiihrung kiirzerer Seitenketten nach 
diesem Verfahren ist indessen nicht empfehlenswert, da sich dann 
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die drei verschiedenen Reaktionsprodukte zu wenig unterscheiden, 
um leicht voneinander getrennt werden zu koénnen. 
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Alle drei beschriebenen Verfahren sind geeignet, eine groBe 
Anzahl neuer Homologer des «-Tokopherols mit beliebig variierter 
Seitenkette aufzubauen. Es ist selbstverstandlich, daB alle diese 
neuen Stoffe Racemate in bezug auf das Kohlenstoffatom. 2 des 
Chromanringsystems darstellen. Eine Anzahl solcher Stoffe mit 
geradlinig angeordneter Seitenkette haben wir bereits dargestellt, 
mit der Synthese einiger weiterer Homologer der Tokopherole 
mit isoprenartig verzweigten Seitenketten sind wir noch beschiftigt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Firma 
EK. Merck, Darmstadt, danken wir fiir die Férderung dieser Arbeit, 


ebenso Fraulein M. Schmeil und Fraulein H. Herrmann fiir die 
Durchfiihrung zahlreicher Versuche. 


Beschreibung der Versuche 


Grignard - Umsetzung des 5,7, 8-Trimethyl-6-oxy-3, 4-dihydro- 
cumarins. Man bereitet eine Grign ard-Lésung aus 1,0 g Magnesium mit 
1 g Cetylbromid und 10 g Cetylchlorid in 60 cem Ather. Die Reaktion des 
Magnesiums mit dem Cetylbromid kann leicht durch einige Tropfen Methyl- 
jodid in Gang gebracht werden, dann 1iBt man das Cetylehlorid in wenig 
Ather gelist so langsam zutropfen, daB die Reaktion immer gleichmifig 
fortschreitet. Durch gelindes Erwirmen wird die Umsetzung gelegentlich 
unterstiitzt und zuletzt durch 1 stiindiges Sieden zu Ende gefiihrt. Eine 
zweite Grignard-Lésung aus 2,8 g Methyljodid und 0,48 g Magnesium in 
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50 eem Ather wird nach beendeter Reaktion zur ersten Grignard-Lésung 
zugegeben und mit 20 cem Benzol und 20 cem Anisol verdiinnt. Zu der im 
langsamen Sieden gehaltenen Mischung gibt man nun langsam eine Lésung von 
2,06 ¢ Dihydrocumarin i in 60 cem Benzol und 30 cem Anisol und halt weiterhin 
2 Stunden im Sieden. Dann destilliert man den Ather ab und kocht weitere 
4 Stunden am Riickflubkiihler. Die ganze Reaktion wie auch die Darstellung 
der Grignard-Verbindungen wird sorgfiltig unter Ausschlu8 von Luftsauer- 
stoff durchgefiihrt. Nach beendeter Umsetzung werden die magnesium- 
organischen Verbindungen mit Eis und Ammonchloridlésung zersetzt, dann 
die organischen Teile mit Ather extrahiert, im Vakuum vollstindig zur Trockne 
gedampft und der Riickstand in etwa 150 cem Eisessig aufgenommen. Der 
dabei auskristallisierende Kohlenwasserstoff C,.H,, wird abfiltriert; die Lésung 
wird mit etwas Zinkstaub versetzt und zum Sieden erhitzt. Nach einigen 
Minuten, wenn die Lésung vollstindig farblos geworden ist, lé8t man 
15 ecm Bromwasserstoffsiiure (d = 1,49) in die im Sieden gehaltene Lésung 
im Verlaufe von etwa '/, Stunde eintropfen und erhitzt dann noch weiter 
1/, Stunde am RiickfluBkihler. Nach dem Erkalten gieSt man in Wasser und 
extrahiert mit peroxydfreiem Ather. Das nach dem Abdampfen des Athers 
erhaltene Ol wird zuerst mit absolutem Alkohol und dann mit Benzol im 
Vakuum mehrfach zur Trockne gedampft und schlieBlich in bekannter Weise 
mit Hilfe von Cyanurséure allophaniert. 

Nach 5tigigem Stehen im Eisschrank wird die benzolische Lésung 
der Allophanate nach dem Entfernen der iiberschiissigen Cyansiiure dureh 
eine Siule von Aluminiumoxyd (Merck, standartisiert nach Brockmann) 
von 25em Hohe und 3em Durchmesser filtriert und mit 1 Liter Benzol—Petrol- 
ither-Gemisch 1:1 nachgewaschen. Wir haben dann die Siule in fiinf gleiche 
Teile unterteilt, die verschiedenen Schichten mit Alkohol-Ather 1:1 eluiert 
und die Inhaltstoffe der einzelnen Zonen aus Alkohol umkrystallisiert. Die 
5 Fraktionen zeigen dann die folgenden Ergebnisse: 


Fraktion I (oben) enthilt hauptsichlich Pentamethyl-oxy-chroman-allo- 
phanat neben wenig Iso-«-tokopheryl-allophanat, 

Fraktion II enthilt die Hauptmenge des Iso-«-tokopheryl-allophanates 
neben kleineren Mengen von Dicetyl-trimethyl-oxy-chroman-allophanat und 
Pentamethyl-oxy-chroman-allophanat, 

Fraktion III enthilt mehr Dicetyl-trimethyl-oxy-chroman-allophanat 
neben weniger Iso-a-tokopheryl-allophanat, 

Fraktion IV enthiélt noch etwas Dicety]-trimethyl-oxy-chromanallo- 
phanat neben geringen Mengen Cetylurethan, 

Fraktion V (unten) enthilt wenig niedrig schmelzende Allophanate. 


Das 2, 2-Dicetyl-5, 7, 8-trimethyl-6-oxy-chroman-allophanat ist in Aceton 
und Methanol sehr schwer léslich. Lést man daher die Allophanatgemische der 
Fraktionen II oder III in einem groBen Volumen dieser Lésungsmittel hei8 auf, 
so scheidet sich das Dicetyl-trimethyl-oxy-chroman-allophanat beim Abkihlen 
sehr rasch aus und ist nach wenigen Umkrystallisationen rein. Es krystallisiert 
in feinen kugelig zusammengelagerten Nidelchen vom Schmelzp. 109° 


3,695 mg Subst.: 10,205 mg CO,, 3,500 mg H,O. — 2,471 mg Subst.: 
0,079 mg N (22,5°, 759 mm). 


Ber. © 75,97 H 11,37 N 3,85 
Gef. ,, 75,32 ,, 1060  ,, 3,69. 
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Das Iso-o-tokopheryl-allophanat krystallisiert aus den eingeengten 
Mutterlaugen des Dicetyl-trimethyl-oxy-chroman-allophanates, am besten aus 
Fraktion I und II. Es wird zur Reinigung mehrfach aus verschiedenen 
Lésungsmitteln umkrystallisiert, wodurch man schlieBlich Schmelzpunkte 


zwischen 170 und 175° erreicht und die folgenden oder ihnliche Analysen- 
daten erhalt: 


4,599 mg Subst.: 12,355 mg CO,, 4,260 mg H,0. — 2,394 mg Subst.: 
0,103 eem N (24,5°, 765 mm). 


C,,HsN,O, Ber. ©7203 H1015 N 5,42 
Gef. ,, 72,67 ,, 10,36 ,, 4,97. 


Die Mutterlaugen des Iso-a-tokopherylallophanates enthalten, am 
meisten in Fraktion I, leichter lésliche Allophanate, deren Schmelzpunkte 
zunichst bei 180—90° liegen und beim Umkrystallisieren auf tiber 210° an- 
steigen. Es handelt sich im wesentlichen um das Pentamethyl-oxy-chroman- 


allophanat, das wir friiher schon beschrieben haben, das in reinem Zustande 
bei 230° schmilzt. 


Das reine Iso-e-tokopherylallophanat krystallisiert aus Methanol in 
kleinen Nadeln vom Schmelzp. 176°. 


3,324 mg Subst.: 8,780 mg CO,, 2,980 mg H,O. — 1,794 mg Subst.: 
0,079 eem N (23°, 755 mm). 
C,,H;.N,0, Ber. C 72,03 H 10,15 N 5,42 
Gef. ,, 72,04 10,00 » 


UV.-Absorption: Maximum bei 280 mu, ¢ = 1740 
Minimum bei 250 mu, e= 200. 


200 mg Iso-«-tokopherylallophanat werden mit 20 ccm 8°/,iger metha- 
nolischer Kalilauge durch %/,stiindiges Sieden im Stickstoffstrom verseift. 
Das freie Iso-«-tokopherol scheidet sich aus Athanol-Methanol in fein 
krystalliner Form ab. In trockenem Zustande stellt es eine weife pulvrige 


Substanz dar, die bei maBiger Wiirme wachsartig weich wird und bei 64° 
scharf schmilzt. 


3,801 mg Subst.: 11,240 mg CO,, 3,890 mg H,O. 
C.5H;,04 Ber. C 80,92 H 11,71 Gef. C 80,65 H 11,47. 


UV.-Absorption: Maximum bei 294 mu, « = 3100 
Minimum bei 258 mu, « = 400. 


Durch Veresterung mit 3,5-Dinitrobenzoylchlorid in trockenem Pyridin 
erhélt man ein hellgelbes Dinitrobenzoat, das sich aus absolutem Alkohol in 
mikrokrystalliner Form abscheidet und leicht zur Bildung dicker Gallerten 


neigt. Das trockene Priiparat ist ein hellgelbes sandiges Pulver, das bei 
75° schmilzt. 


4,952 mg Subst.: 12,512 mg CO,, 3,665 mg H,O. — 4,880 mg Subst.: 
0,188 cem N (22°, 760 mm). 


Ber. C6920 H839 N 448 
Gef. ,, 6891 , 828 , 446. 
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Untersuchungen iiber die Fette des Waschbaren 
(Procyon lotor L.) 
und ihre Verainderung wihrend des Hungerschlafes 


Von 
J. Tischer und R. Seidl 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und analytische Chemie 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Tetschen-Liebwred) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mirz 1941) 


Uber das Fett des zur Familie der Procyonidae gehérigen 
und heute als Pelztier viel geziichteten Waschbaren finden sich 
im Schrifttum noch keine Angaben. Nur wenige Veroffentlichungen 
liegen iiber das Fett des braunen Biren (Ursus arctos L.)!**4) 
vor, vom Fett des Ceylon-Baren (Melursus ursinus) hat Rae?) 
einige Kennzahlen ermittelt und von den Fetten des Himalaya- 
Baren (Ursus torquatus) und des EKisbaéren (Ursus maritimus) bringt 
Lewkowitsch-Warburtons*) Chemische Technologie einzelne 
Konstanten. 

Der Ruhezustand des Waschbiren waihrend der Wintermonate 
ist ebensowenig wie der der Ursidae ein ,,echter“ Winterschlaf; 
Roéhrs’) bezeichnet ihn besser als Hungerschlaf. Obwohl die in 
Nordamerika einheimischen und in der norddeutschen Tiefebene 
viel geziichteten Waschbiren unter abnlichen klimatischen Ver- 
haltnissen leben, tibergehen die europiiischen Tiere haufig ihren 
Hungerschlaf, wodurch aber ihre Fortpflanzungsfahigkeit be- 
eintrachtigt wird. Rébrs empfiehlt deshalb, um eine normale 
Ranz- und Wurfzeit dieser Pelztiere zu verbiirgen, nach reich- 


1) L. F. Kebler u. G. R. Pancoast, Pharmaceut. J. 2, 304 (1903). 
?) P. N. Raikow, Chem. Ztg. 28, 272 (1904). | 

5) C. Schneider u. S. Blumenfeld, Chem. Ztg. 30, 54 (1906). 

4) N. Petkoff, Z. Unters. Leb.mitt. 75, 428 (1938). 

5) Analyst 47, 510 (1922). 

®) Chemische Technologie, II. Bd., 6. Aufl. (1922). 

*) Dtsch. Pelztierziichter, H. 22, 529 (1932). 
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licher Fiitterung wahrend der Herbstmonate durch einen syste- ial 
matischen Nahrungsentzug den Hungerschlaf zu erzwingen. Bei - 
den Waschbiren jedoch, deren Fette wir untersucht haben, 
setzte der Hungerschlaf in dem strengen Winter 1939/40 an- 
fangs Dezember auf natiirliche Weise ein und dauerte bis Mitte 
Februar. 

Von besonderem Interesse wire es, die Veranderungen der 
Fette waihrend der Ruheperiode mit denen verschiedener anderer a 
winterschlafender Saugetiere vergleichen zu kénnen. Obzwar tiber 
die Abnahme der Fette wihrend des Winterschlafes verschiedener 
Tiere eine Reihe von Untersuchungen ausgefiihrt wurde, legen 
unseres Wissens bisher keine Angaben iiber die Anderung der 
Zusammensetzung der Fette dieser Tiere in dieser Periode ver- 
minderten Stoffwechsels vor. Immerhin ist es méglich, die Unter- 
suchungen von Raikow’), der einige Kennzahlen des Bauch- und 
Nierenfettes eines waihrend des Winterschlafes im Januar 1903 
erlegten braunen Biren bestimmt hat und die von Schneider 
und Blumenfeld’) ermittelten Kennzahlen, die das Schenkelfett 


eines im Dezember 1904 erlegten braunen Biren betreffen, hier 
zum Vergleich heranzuziehen. 


Trotz vieler einschligiger physiologischer und histologischer Unter- 
suchungen sind heute die auslésenden Faktoren des Winterschlafes ebenso- 
wenig sichergestellt wie die Ursache fiir das Wiedererwachen. Mitbestimmend, 
aber sicherlich nicht allein verantwortlich, diirften nach Ansicht vieler Autoren 
die Temperaturunterschiede der Umgebung sein. Als weitere Teilfaktoren fiir 
die Auslésung des Winterschlafes werden der Feuchtigkeitsgehalt der Luft, 
der Kohlendioxydgehalt der unmittelbaren Umgebung, die Abnahme der 
ultravioletten Sonneneinstrahlung im Herbst, insbesondere aber die Wirkung 
von Hormonen (Stérung der Funktionen der Schilddriise und Hypoglykimie) 
angegeben. Fiir den Waschbiren und auch den Dachs sind nach Réhrs 
weder physiologische Griinde noch die Winterkilte AnlaB fiir das Aufsuchen 
eines Winterlagers, sondern die durch die Witterungsunbilden bedingte Un- 
méglichkeit, sich mit ausreichender Nahrung zu versorgen. 

Sicher steht, da8 die Winterruhe aufs engste mit den gesamten Lebens- 
vorgiingen des Koérpers verkniipft ist. Der Stoffwechsel wird wihrend dieser 
Zeit in charakteristischer Weise umgestellt und auf ein Minimum gesenkt 
und das Leben hauptsichlich durch eine Fettverbrennung unterhalten, wobei 
der respiratorische Quotient stark herabsinkt’). Der Fettverbrauch ist im 
Anfang der Hungerperiode zwar gering, steigt aber stiindig an, wihrend 
dagegen der Eiwei8- und Glykogenabbau eingeschrinkt ist. Die auf Kosten 
des Fettes ausgeschiedene Kohlenstoffmenge erhéht sich z.B. bei hungernden 


Hunden zusehends und steigt in der praemortalen Hungerperiode sogar um 
etwa 89°/,°). 


*) S. Morgulis, Hunger und Unterernihrung, Berlin 1923, S. 23. 
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Es ist anzunehmen, daB die tiefere Kérpertemperatur wahrend 
des Winterschlafes die Zusammensetzung der Fette mitbeeinflubt. 
Bei vielen ,,Winterschlifern“ entspricht die Kérpertemperatur 
wihrend dieses langen Schlafes der Temperatur der Umgebung, 
wie an einer Reihe von Versuchstieren festgestellt wurde. Beim 
Murmeltier wurden z. B. Rektaltemperaturen von 4,6—4,8° ge- 
messen, wihrend die AuBentemperatur 4° betrug. Es ist sehr 
wabrscheinlich, daB auch die Kérpertemperatur des Waschbiren 
wihrend des Hungerschlafes betrichtlich herabsinkt; denn sein 
Stoffwechsel wird nach vor der Veréffentlichung stehenden Ver- 
suchen Dr. Nesenis, Leiters des Institutes fiir Anatomie und 
Physiologie der Haustiere in Tetschen-Liebwerd, dem wir auch 
die Uberlassung der Waschbirenfette verdanken, auf ein Minimum 
eingeschrinkt. Temperaturmessungen dartiber liegen bis heute 
nicht vor, sind auch schwer ausfiihrbar. Doch wird unsere An- 
schauung auch von Dr. Schmidt auf Grund seiner langjihrigen 
Erfahrungen auf dem Gebiete der Waschbirenziichtung geteilt’). 

Die 5 Waschbiren, deren Fette wir untersuchten, wurden fir 
Versuchszwecke unter genauer Kontrolle in einem Zwinger des 
Institutes fiir Anatomie und Physiologie der Haustiere an unserer 
Hochschule gehalten. Ein Waschbiar (I) wurde unmittelbar vor 
Hintritt des Hungerschlafes am 1. XII. 1939 geschlachtet, weitere 
drei im Abstande von je 14 Tagen wahrend der Ruheperiode 
(II am 15. XII. 1939, III am 29. XIT. 1939, IV am 12. I. 1940), 
das 5. Tier etwa 6 Wochen nach Beendigung des Hungerschlafes 
am 2. IV. 1940. Die Waschbiren I, IV und V waren Fahen, 
If und III mannlichen Geschlechtes. Das Tier I war 4 Jahre alt, 
die anderen vier gleichaltrig bzw. knapp 3jahrig. Den getéteten 
Waschbaren wurden von Dr. Neseni das Kérper-, Nieren- und 
das Darmfettgewebe sachgemi8 entnommen, die Fette daraus auf 
einem Lichtbad bei 110— 120° ausgeschmolzen und von den Gewebe- 
anteilen durch Abdekantieren befreit. Der zuletzt getétete Waschbir 
war wihrend der Hungerperiode so stark abgemagert, daB er prak- 
tisch kein Nierenfett mehr besaB. Dieser Befund spricht dafiir, 
daB das Nierenfett des Waschbiren beim Hungern in erster Linie 
resorbiert wird. Zu der gleichen Schluffolgerung kam auch Raikow?) 
bei der Untersuchung der Fette eines braunen Biren. 


*) Nach einer Privatmitteilung des Herrn Dr. F. Schmidt, Werbellinsee- 
Schorfheide, der mehrere Jahre in russischen Pelztierfarmen titig war 


und iiber die gré8ten Erfahrungen auf diesem Gebiete in Europa verfiigen 
diirfte. 
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Die Menge und der Wassergehalt des Fettgewebes wurden 
bei diesen 5 Tieren nicht ermittelt. Doch hatten wir Gelegenheit, 
diese Zahlen bei zwei anderen, im November 1940 getéteten 
Waschbiren festzustellen; sie sind in Tab.I enthalten. Das Tier A, 
das 17 Tage vor der Schlachtung keine Nahrung erhalten hatte, 
wog 5,70 kg, der in der iiblichen Weise normal weitergefiitterte 
Waschbir B 6,40 kg. Wihrend man sonst im Fettgewebe von 
Siugetieren nach lingerer Hungerzeit einen erhéhten Wassergehalt 
zu finden pflegt, zeigen die von uns ermittelten Zahlen das Gegen- 
teil an; offenbar war die Hungerperiode fir eine Erhéhung des 
Wassergehaltes zu kurz bemessen. 


Tabelle I 
Gewebe des g° gen chmolzenes Fett | 1¢8 Fettgewebes 
g ‘fo 
Korperfettes . . . 1B 
Darmfettes ... . 1B 


Die Fette der Waschbiren I—IV haben wir zwecks Ver- 
meidung eventueller Zersetzungen bis zur Schlachtung des letzten 
Tieres in verschlossenen Erlenmeyer-Kélbchen unter Kohlen- 
dioxyd bei Lichtabschlu8 im Kihlraum aufbewahrt. Vor Beginn 
der chemischen Untersuchung wurden die Fette bei etwa 60° im 
Thermostaten durch Papierfilter filtriert. Die den nachstehend 
angefiihrten Bestimmungen zugrunde liegenden Methoden sind die 
in der Fettanalyse iiblichen!%), Dichte, Brechungsindex, VZ, Un- 
verseifbares wurden nach den bisher vereinheitlichten Methoden 
der Fettanalyse!!), die JZ bromometrisch durch Riicktitration mit 
arseniger Siure!*) und die Rh Z nach der Vorschrift von Kauf- 
mann?}%) bestimmt. Die wenigen Liicken in den folgenden Tabellen 
sind auf den Mangel an Material zuriickzufiihren. Die Buch- 


staben a, b bedeuten die Ergebnisse der Parallelbestimmungen, 
m die Mittelwerte. 


10) A. Griin, Analyse der Fette und Wachse, Berlin 1925. 

4) H. P. Kaufmann, Fette und Seifen 46, 499 (1939). 

12) H. P. Kaufmann, Ebenda 47, 4 (1940). 

*) H. P. Kaufmann, Studien auf dem Fettgebiet, Berlin 1935. 
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Tabelle II 
Physikalische Eigenschaften und Kennzahlen der K6rperfette 
Tier Nr. I II Ill IV V 
Konsistenz dlig, mit weiBen Partikeln stark durchsetzt 
be} hellocker schwach 
Farbe gelbstichig weiB gelb gelb 
‘ schwac 
Geruch schweinefettartig seharf unangenehm 
Schmelzpunkt . 25° 23° 22° 24° 22° 
| 0,9149 0,9130 0,9114 0,9150 0,9128 
% 1,4609 1,4613 1,4616 1,4611 1,4610 
Tabelle III 
Chemische Kennzahlen der Koérperfette 
Tier Nr. I | Ir Il | IV Vv 
a 0,47 a 0,68 a 0,93 a 1,22 a 0,12 
NZ 0,45 0,67 0,96 ' 1 
a 206,4 © a 204,2 a 204,8 a 203,6 a 203,0 
Esterzahl 206,1 203,3 203,7 202,6 202,8 
a 64,6 a 66,9 a 68,3 a 65,4 a 64,9 
a 45,1 a 46,2 a 48,8 a 48,4 a 47,3 
RhZ.. ~m 45,1 46,3 ‘ 
b 45,0". b 46,4 
Re-Me-Z 0,58 0,68 0,87 0,55 0,49 
Po-Z .. 0,58 0,33 0,56 0,36 0,42 
OH-Z. . 2,1 0,9 2,3 1,2 1,0 
Unvers.°/, 0,18 0,09 0,13 0,13 0,14 
Tabelle IV 
Physikalische Eigenschaften und Kennzahlen der Nierenfette 
Tier Nr. | I | | mW IV 
Konsistenz | zihfliissig 
Farbe | bei weiB mit gelb- weiB, mit gelblichem | hell fleisch- 
25° | briunlichem Stich Stich farben 
Geruch schweinefettartig, jedoch schwicher als das Kérperfett 
Schmelzpunkt . 28° 28° 28° 28° 
sree 0,9257 0,9111 0,9134 0,9219 
1,4625 1,4619 14614 | 1,4609 


Tie 
NZ. 


Ester: 
JZ. 


Rh Z 


Re-M 
Po-Z 
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Tabelle V 


Chemische Kennzahlen der Nierenfette 
Tier Nr. | I | II | ll | Iv 


a 211,4 a 204,3 a 203,1 a 204,3 
212, 204,1 203,3 


Esterzahl . . 203,1 — 


2,1 4, 61,0 
b 57,7 b 61,7 b 63,7 b 61,3 


RhZ a 50,9 51.0 a 54,9 54.9 a 55,9 a 54,2 
b 612°’ |b 55,0 b 61 b 541 


Re-Me-Z. . 1,39 0,62 0,77 0,78 
Poh. ... 0,69 0,46 0,58 0,60 
OH-Z... 2,0 _ 


Tabelle VI 
one Physikalische Eigenschaften und Kennzahlen der Darmfette 


0,1 Tier Nr. I nu | m | w | Vv 


24 Konsistenz fest 
Farbe | gelbstichig wei8 hellgelb gelbstichig 
| 25° wei 

Geruch - schweinefettartig, | unangenehm scharf | schweinefett- 

5,0 sechwach ranzig artig 
Schmelzpunkt . 38° 40° 40° 40° 38° 

7,3 ae 0,9236 0,9196 | 0,9159 0,9205 0,9258 
1,4612 1,4601 1,4602 1,4595 1,4610 


Tabelle VII 
Chemische Kennzahlen der Darmfette 


Tier Nr. | I | Il Ill | IV | Vv 


a 210,6 a 208,0 a 204,7 a 207,1 a 207,1 
VZ . 21 4 2 9 
206,07 204] 206,9 b 208.5 


Esterzahl . — 205,2 


a 50,6 a 50,5 a 51,3 a 48,5 a 48,3 
b 50.5 m 50,6 b 505 m 50,5 b 51.6 m 51,5 m 48,4 m 48,4 


a 43,3 a 43,5 a 45,2 a 41,1 a 41,9 
RhZ... 43,5 43,3 


Re-Me-Z . 1,10 1,03 1,01 0,70 0,63 
Po-Z. . . 0,98 0,88 0,69 0,59 0,66 
OH-Z .. — 2,7 — 
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Das Kérper-, Nieren- und Darmfett des nach 6-wéchentlichem 
Hungerschlaf getéteten Waschbiren IV war am stirksten an- 
gefirbt (Tab. II, IV, VI), eine Beobachtung, die auf eine Anreiche- 
rung an Carotinoiden hindeutet. Gleichartige Feststellungen hat 
Stefko!4) beim Menschenfett nach dem Hungern und bei ‘Tuber- 
kuloseerkrankungen gemacht; er deutet diesen Befund in der 
Weise, daB der Organismus bestrebt sei, Lipochrome (als Pro- 
vitamine A) wie auch das Vitamin A selbst solange als méglich 
festzuhalten, da beide fiir synthetische Prozesse unentbehrlich sind. 

Alle Ké6rperfette der Waschbaren besaBen bei Zimmer- 
temperatur eine dlige Konsistenz und waren mit weiSen Partikeln 
durchsetzt. Die weiBen Flocken nahmen jedoch im Fett vom I. 
zum III, Tier an Menge ab, beim IV. traten sie wieder etwas 
stiirker hervor und im Fett des V. Waschbiren waren sie wieder 
geringer. Das Nieren- und Darmfett lie® nicht so ausgesprochene 
Unterschiede erkennen. Mit der Konsistenz der Kérperfette gehen 
seine Schmelzpunkte parallel, bei den Nieren- und Darmfetten 
steigen sie entsprechend ihrer festeren Konsistenz an. 

Kin interessantes Bild ergaben die JZ und RhZ der unter- 
suchten Fette. Die Kérperfette weisen die héchsien JZ auf, die 
Nierenfette geringere, die Darmfette die niedrigsten (Tab. II, V, VID). 
Diese Befunde stehen in Ubereinstimmung mit den Beobachtungen 
von Henriques und Hansen?) daf die der Hautoberfliche zu- 
nachst liegenden Fette héhere JZ besitzen als die im Tierinnern 
lokalisierten Fette. Fiir den Braunbiren trifft das allerdings 
nicht zu*%), sondern das Gegenteil (wie bei den Delphinen). 
Kis ware denkbar, die niedrigeren JZ der Darmfette des Wasch- 
baren mit der héheren Temperatur im Korperinnern wihrend 
der Fettbildung in Zusammenhang zu bringen. Im Pflanzenreich 
sind analoge Vorginge, allerdings bei weit gréBeren Temperatur- 
differenzen, wiederholt beobachtet worden. Die JZ von Samen- 
dlen aus warmeren Gegenden liegen stets tiefer als die von 
Olen gleicher Art, die in kilteren Gebieten gewonnen werden ad 
Anders als die JZ verhalten sich die RhZ der untersuchten 
Fette. Bei den Darmfetten haben wir die niedrigsten RhZ ge- 
funden, héher lagen sie bei den Korperfetten, und die gréBten 


14) Biochem. Z. 195, 396 (1928). 

1) Skand. Arch. Physiol. 11, 151 (1900). 

*) S. Ivanow, Die Klimaten des Erdballs und die chemische Titig- 
keit der Pflanzen. In Abderhaldens Fortschritte der naturwissenschaftl. 
Forschung, N.F., Berlin und Wien, H. 5, 1929, S. 1—39. 


> 
1 | 
| Z 
re 
| 
d 
| li 
| 
i 
i 
i 
= 


Untersuchungen iiber die Fette des Waschbiren usw. 121 


Rh Z besaBen die Nierenfette. Die Differenzen zwischen JZ und 
Rh Z sind bei den Kérperfetten sehr bedeutend, sie liegen zwischen 
17 und 20,5, bei den beiden anderen Fetten sind die Unter- 
schiede jedoch nicht so groB. Sie liegen bei den Nierenfetten 
zwischen 6,6 und 7,8 und bei den Darmfetten in der gleichen 
GréBenordnung, zwischen 6,5 und 7,2. Diese Befunde weisen 
darauf hin, daB die Glyceride der Kérperfette einen betricht- 
lich héheren Anteil an 2fach ungesittigten Siuren enthalten 
als die Nieren- und Darmfette. 

Den Verlauf der JZ und RhZ wihrend des Hungerschlafes 
ersieht man deutlich aus den Kurven der Figur. Sie streben 


70 


65 7 Korperfett JZ 


60 Nierenfett JZ 


/ = Darmfett JZ 


K6rperfett RhZ 


Rhodanzahlen und Jodzahlen 


45 
Darmfett Rh Z 
40 
Totung 4A2. 1542. 2842. 12.1. 2. 


Wochen 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 


Verlauf der JZ und RhZ der Kérper-, Nieren- und Darmfette 
wahrend des Hungerschlafes 


alle am Ende der 4. Woche der Ruheperiode einem Maximum 
zu, fallen aber in der 5. und 6. Woche wieder stark ab. Beim 
Kérperfett erreicht die JZ 6 Wochen nach Beendigung des Hunger- 
schlafes (letzter Punkt der Kurve) wieder etwa den gleichen Wert 
wie zu seinem Beginn, die Rh Z-Kurve dagegen zeigt einen viel 
flacheren Abfall. Beim Darmfett sinken die JZ und RhZ in der 
5. und 6. Woche weit unter die vor Beginn der Ruheperiode 
liegenden Werte und bleiben auch 6 Wochen nach Beendigung 
des Hungerschlafes noch weit davon entfernt. Der Anstieg aller 
JZ und RhZ in den ersten 4 Wochen des Ruhestadiums der 


ay 
| 
‘ 


122 J. Tischer und R. Seidl, 


Waschbiren deutet auf eine Vermehrung der ungesiattigten Siuren 
in den Glyceriden. Zeitlich ging damit ein stindiges Sinken der 
Lufttemperaturen und offenbar auch der Kérpertemperaturen der 
Tiere einher. Die in Liebwerd gemessenen mittleren Freiland- 
Temperaturen in den zwischen der Schlachtung der einzelnen 
Tiere verstrichenen Zeitabschnitten waren: 

1. XII.—15. XII. 1939 + 1,4° 


16. XII.—29. XII. 1939 — 5,2° 
30. XII.—12. I. 1940 —10,3°. 


Trotz weiterem Abfallen der Temperatur in der 5. und 6. Woche 
des Hungerschlafes (30. XIJ.—12. I. 1940) nahmen jedoch sowohl 
die JZ als auch die Rh Z wieder ab. Dieser Abfall deutet darauf 
hin, da8 die nach Verlauf von 4 Wochen Hungerschlaf einsetzende 
intensivere Fettverbrennung in erster Linie die Glyceride der 
ungesittigten Sduren erfaBt. DaB die Fettverbrennung winter- 
schlafender Siugetiere zu Beginn der Ruheperiode langsamer von- 
statten geht als in ihrem spiteren Verlauf, hat schon Valentin "’) 
bei seinen Versuchen mit Murmeltieren erkannt. Er beobachtete 
nach 44 Tagen Winterschlaf einen 20°/,igen Fettverbrauch, nach 
163 Tagen jedoch eine vollige Erschépfung der Fettvorrite. 
Analog wie beim Waschbiren scheint auch die Fettverbrennung 
wahrend des Hungerschlafes brauner Baren zu verlaufen. Wihrend 
die JZ des Schenkelfettes eines im Dezember erlegten Biren 
80,7 betrug’), wurde die fiir das Bauchfett eines im Januar 
wihrend des Winterschlafes erlegten Biren mit 98,5 gefunden). 

Da8B die JZ und RhZ der untersuchten Waschbirenfette in 
keinem Fall miteinander iibereinstimmen, ist ein Hinweis fiir die 
Gegenwart mehrfach ungesittigter Fettsiuren. Um festzustellen, 
ob das Waschbirenfett auch Linolensiure enthalt, haben wir 
vom Kérperfett des Tieres III, das die héchste JZ aufwies, eine 
Hexabromidzahl bestimmt, die jedoch die véllige Abwesenheit von 
Linolensiure ergab. Bei naherer Untersuchung des Koérperfett- 
gemisches aller 5 Tiere stellte sich heraus, daB dieses gesittigte 
und ungesittigte Fettsiuren mit mehr als 18 C-Atomen enthilt. 
Zu diesem Nachweis wurde das Fettgemisch zunichst in der 
iiblichen Weise verseift, die Seifen vom Unverseifbaren getrennt 
und die freigelegten Fettsiuren untersucht. Nach ihrer Trennung 
iiber die Bleisalze wurden etwa 39,5°/, gesittigte und 56°/, un- 


“) Wechsel der Organe wihrend des Winterschlafes, Moleschotts 
Untersuchungen 1857, 2, S. 1—55. 
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gesittigte Fettsiuren, bezogen auf das urspriingliche Fett, erhalten. 
Die gesittigten Siuren enthielten auf Grund ihrer NZ und Schmelz- 
punkte neben Palmitinsiure und Stearinséure auch héhere Homo- 
loge; denn in einer tiber die Magnesiumsalze abgetrennten Fraktion 
wurden Mol.-Gew. bis zu 357 gefunden, die auf Fettsiuren mit 
20—22 C-Atomen schlieBen lassen. Uber die na&here Unter- 
suchung dieser héhermolekularen gesittigten und ungesidttigten 
Siuren wird spiiter berichtet werden. Das Gemenge der nach 
der Bleisalztrennung erhaltenen ungesittigten Fettsiuren liferte 
NZ (196), die héher lagen als einem Gemisch von Ol- und Linol- 
siure entspricht. Es wurde in die Bariumsalze iibergefiihrt und 
diese auf Grund ihrer verschiedenen Léslichkeit in alkoholhaltigem 
Benzol getrennt. Die aus den bei 10° ausgefallenen Barium- 
salzen mittels Weinsiure freigelegte Olsiure lieferte befriedigende 
NZ und wurde als Elaidinsiure identifiziert. Ihr Schmelzpunkt 
und Mischungsschmelzpunkt lag nach 2 maligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol bei 44,49. Das aus den léslichen Bariumsalzen 
erhaltene Sauregemisch wies zwar ein héheres mittleres Mol.-Gew. 
(289,7) auf als der Linolsaéure (280,3) entspricht; bei der Bro- 
mierung nach Hazura!}*), zu der wir Benzin vom Siedebereich 
30—50° als Lésungsmittel verwendeten, wurde jedoch Tetrabrom- 
stearinsiure vom Schmelzp. 114,5° erhalten, die durch eine 
Mischungsschmelzpunkts-Bestimmung identifiziert wurde. Das Vor- 
kommen von Linolsiure im Ké6rperfett ist damit nachgewiesen. 
Nach der Entbromung schieden sich im Kihlschrank aus der 
Benzinlésung etwa 7g feste ungesittigte Siuren aus, die nach 
4maligem Umscheiden aus einem Gemisch von Benzin (70—80°) 
und Aceton (2:1) bei 82° schmolzen. Die JZ des umgeschiedenen 
Produktes wurde mit 86,8, sein Mol.-Gew. mit 309 ermittelt. Aus 
den Mutterlaugen fiel im Kiihlschrank ein weiterer Teil aus, 
dessen Schmelzpunkt bei 77° lag und dessen JZ mit 97,6 fest- 
gestellt wurde. Die Titration ergab ein Mol.-Gew. von 331. Diese Be- 
funde beweisen das Vorhandensein héhermolekularer ungesittigter 
Fettsiuren, als es die Olsaure ist, und sprechen fir die Gegenwart 
ungesittigter Fettsiuren mit 20—22 C-Atomen. Solche hochmole- 
kularen Fettsiuren haben schon Klenk, Ditt und Diebold») 
im Depotfett wechselwarmer Tiere (Grasfrosch, Landschildkrite, 
Waran, Ratte) aufgefunden. Sie haben durch vergleichende Unter- 
suchungen ermittelt, daB sich ungesattigte Fettsiuren mit 20 und 


18) Mh. Chem. 9, 180 (1888). ) Diese Z. 232, 54 (1935). 
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22 C-Atomen in den Depotfett-Triglyceriden von Tieren mit 
tieferer Kérpertemperatur nachweisen lassen. 

Auf Grund obiger Feststellungen lassen sich aus den JZ und 
Rh Z nicht ohne weiteres die Prozentgehalte der Fettsiuren nach 
Kaufmann und Mitarbeiter?°) berechnen, doch kann man an Hand 
dieser Zahlen soviel sagen, daB in allen drei untersuchten Fett- 
arten (Kérper-, Nieren- und Darmfett) die Menge der ungesittigten 
Sauren vorherrscht. Eine genaue Berechnung der Menge der Fett- 
siuren setzt ihre Identifizierung voraus. Aus den JZ und RhZ 
laBt sich jedoch annahernd berechnen, daB das Nierenfett den 
gréBten Anteil an ungesattigten Sauren enthalt und das Darm- 
fett den geringsten. Die grobe Differenz zwischen den JZ und 
RhZ in den Korperfetten deutet auf einen betrichtlich héheren 
Gehalt an zweifach ungesattigten Saiuren, als er bei den Nieren- 
und Darmfetten vorhanden ist. Im Nierenfett iiberwiegt die Menge 
| der einfach unges&ttigten Fettsiuren alle anderen und betrigt 
durchschnittlich etwa die Hialfte der Fettsiuremenge. Die Menge 
der zweifach ungesattigten Siuren hat im Nieren- und Darmfett 
etwa die gleiche GréBenordnung und betrigt ungefahr ein Drittel 
von der des Kérperfettes. 
Im Laufe der ersten 4 Wochen des Hungerschlafes nimmt 
| die Menge der gesattigten Siuren im KGrper-, Nieren- und Darm- 
fett ab, in der Folgezeit jedoch wieder zu; am stirksten tritt die 
| Abnahme im Nierenfett hervor. Mit dem Zuriickgehen der Menge 
der gesittigten Sauren geht eine Zunahme der einfach ungesittigten 
Saéuren in diesem Zeitraum parallel. Daraus kann man schlieBen, 
daB in der ersten Phase der Ruheperiode die gesittigten Fett- 
siuren zunachst zum Teil zu einfach unges&ttigten Fettsauren 
dehydriert werden. Doch ist die Menge der in diesem Zeitabschnitt 
durch Verbrennung verbrauchter Olsaiure geringer, als ihrer Zu- 
nahme durch Dehydrierung gesittigter Siuren entspricht. Im 
weiteren Verlauf des Hungerschlafes setzt jedenfalls eine verstarkte 
Verbrennung der ungesiattigten Fettsauren und damit ein rascheres 
Schwinden des Fettes iiberhaupt ein. In der 5. und 6. Woche des 
Hungerschlafes steht die Oxydation der zweifach ungesittigten 
Sauren des Ko6rperfettes (Linolsiure) im Vordergrund, weil in 
diesem Zeitraum der Anteil an einfach ungesittigten Fettsiuren 
ansteigt und zugleich die Menge der doppelt unges&ttigten Sauren 
stark abnimmt. Beim Nieren- und Darmfett dagegen kann dies. 


*°) Ber. chem. Ges. 70, 2545 (1937); weitere Literatur vgl. dort. 
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nicht der Fall sein, weil ihr Linolsiuregehalt wahrend der ganzen . . 


Hungerzeit gleich bleibt. 


Nicht nur die JZ, sondern auch andere chemische Kenn- a 


zahlen weisen eine Abhangigkeit vom Hungerschlaf auf. Die VZ 
aller 3 Fette lassen im allgemeinen mit zunehmender Dauer des 
Hungerschlafes eine Abnahme erkennen; wahrend die VZ der 
Darm- und Nierenfette nach 6 wéchentlichem Abfall langsam wieder 
ansteigen, fallen die der Kérperfette wihrend der ganzen Dauer 
der Ruheperiode allmihlich weiter ab. Die Menge der wasserlés- 
lichen fliichtigen Sauren (Re—Me—Z) wird bei den Koérperfetten 
in den ersten 4 Wochen des Hungerschlafes allmahlich gréBer, 
nimmt jedoch in seinem weiteren Verlauf wieder ab. Im Koérper- 
fett der schon oben zum Vergleich herangezogenen braunen Biren 
kann zu Beginn des Winterschlafes ebenfalls auf ein Ansteigen 
der Re—Me—Z geschlossen werden (0,3 auf 1,7). Die Re—-Me—Z 
des Waschbirendarmfettes weist dagegen eine fortlaufende Abnahme 
auf; die des Nierenfettes fallt nur in den ersten 4 Wochen und 
bleibt dann annahernd konstant. Die Po—Z unterliegt keinen 
groBen Schwankungen, nur beim Darmfett fallt sie kontinuierlich 
wie die Re—Me—Z. Bei den iibrigen chemischen Kennzahlen sind 
keine Regelmabigkeiten erkennbar, die OH—Z waren wegen Material- 
mangels nicht bei allen Fetten ausfiihrbar. Die NZ und damit 
auch die Esterzahlen lassen keinen sicheren SchluB zu, weil sie 
sich bei der Lagerung der Fette leicht verindern. 

Auch die physikalischen Konstanten der Fette (Tab. IT, IV, V1) 
zeigen eine offenkundige Abhingigkeit vom Hungerschlaf. Bei den 
Schmelzpunkten des Kérperfettes und beim spezifischen Gewicht 
aller drei untersuchten Fettarten ist eine deutliche Beziehung zu 
ihrem Gehalt an gesittigten Fettsiuren festzustellen. Die Schmelz- 
punkte der untersuchten Nierenfette fielen jedoch auffallender- 
weise ganz gleich aus. Die Brechungsexponenten steigen erwartungs- 
gemaB im groBen und ganzen mit zunehmendem Olsiuregehalt 
der Glyceride an. 

Zieht man schlieBlich noch die im Schrifttum angefiihrten 
Kennzahlen anderer Birenfette zum Vergleich heran, so fallt in 
erster Linie auf, daB eine aihnlich hohe VZ, wie sie das Kérper- 
fett des Waschbiren besitzt (Mittelwert 204,4), nur bei dem des 
Himalayabiren (204,0) ermittelt wurde, wahrend die VZ des Kérper- 
fettes brauner Baren (190,4—191,0), von Ceylonbiren (196,7— 197,2) 
und von Hisbiiren (187,9) tiefer liegen. Ahnlich sind die Unter- 
schiede beim Nierenfett; fiir das des braunen Biren wurde eine 


rijTe 
FOR 
RESEARCH 
IN 


DAIRYING 


a 
ae 
x ’ 


126 J. Tischer und R. Seidl, 


VZ von 196,0 gefunden, wihrend wir beim Waschbiren-Nieren- 
fett durchschnittlich eine solche von 205,9 bestimmt haben. Die 
GréBenordnung der JZ des Waschbiren-Kérperfettes (Mittel 66,0) 
stimmt mit der des Fettes des Ceylonbiren (56,7—60,7) und des 
Himalayabaren (52,7 —62,8) iiberein, das Fett brauner Biren 
(80,7 —98,5) und inbesondere das der Hisbiaren (147,0) hat dagegen 
wesentlich héhere JZ. Auch vom Nierenfett brauner Baren sind 
die JZ betrachtlich héher (107,4) als bei dem des Waschbiren 
(Mittel 61,2). 


Experimenteller Teil 


Die am Kérper-, Nieren- und Darmfettgewebe der beiden im November 
1940 geschlachteten Waschbiren ausgefiihrten Wasserbestimmungen wurden 
im CO,-Trockenschrank durch Erwiirmen auf 105° bis zur Gewichtskonstanz 
vorgenommen, nachdem zuerst die Hauptmenge des Wassers mit Hilfe von 
Alkohol auf dem Wasserbad entfernt worden war?!), Die Bestimmung der 
physikalischen Konstanten und der chemischen Kennzahlen wurde nach den 


in der Fettanalyse iiblichen und im ersten Teil niher bezeichneten Methoden 
ausgefiihrt. 


Gewinnung und Charakterisierung der Fettsauren. 100 ¢ des 
Kérperfettgemisches der 5 Waschbiiren wurden in einer Porzellanschale mit 
80 cem einer wiBrigen Kalilauge vom spezifischen Gewicht 1,4 und 50 cem 
Alkohol versetzt und auf dem Wasserbad unter Riihren weitgehend ein- 
gedampft. Die dabei gebildeten Seifen wurden nach 12-stiindigem Stehen 
in einem Liter destilliertem Wasser gelést, die Lésung '/, Stunde zur Ver- 
treibung des restlichen Alkohols gekocht und nach dem Erkalten zwecks 
Abtrennung der unverseifbaren Bestandteile oftmals mit Benzin vom 
Siedebereich 50—70° ausgeschiittelt. Sodann wurde die Seifenléisung mit 
2n-Schwefelsiure angesiuert und die abgeschiedenen Fettsiiuren in Benzin 
(50—70°) tibergefiihrt. Die Benzinlésung wurde mineralsiurefrei gewaschen, 
mit entwiissertem Natriumsulfat getrocknet und das Lisungsmittel bei ver- 
mindertem Druck im Stickstoffstrom abdestilliert. Die erhaltenen Fettsiuren 
wurden nach Twitchell*) mittels der Bleisalz-Alkohol-Methode getrennt. 
Zur Zerlegung der ausgefallenen Bleiseifen wurde 2 n-Salpetersiure, zur 
Zerlegung der gelésten verdiinnte Salzsiiure verwendet; die freien Fett- 
siiuren wurden mit Benzin aufgenommen, diese Lésungen gewaschen, an- 
schlieBend mit Natriumsulfat getrocknet und schlieBlich das Lésungsmittel 
abdestilliert. Dabei wurden 39,5 g feste und 56 g fliissige Fettsiiuren er- 
halten. 

Die festen Fettsiuren wurden einmal aus 96°/,igem Alkohol umkrystalli- 
siert, der in den Mutterlaugen verbliebene Anteil mit Wasser ausgefallt und 
beide Teile nach Trocknung im Vakuumexsiccator iiber Phosphorpentoxyd bis 
zur Gewichtskonstanz in alkoholischer Lésung mit n/10-Natronlauge bei Ver- 
wendung von Phenolphthalein titriert. Dabei ergab der umgeschiedene, 


21) A. Griin, a.a.O., S. 321. 
22) J. Ind. Engin. Chem. 18, 806 (1921). 
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seidenglinzende, an Menge weitaus geringere Anteil ein mittleres Mol.-Gew. 
von 286, das dem der Stearinsiiure (284,3) nahe liegt, der ausgefillte Anteil 
ein solches von 266, das zwischen dem Mol.-Gew. der Palmitinsiiure (256,3) 
und der Stearinsiiure liegt. Dieses Siuregemisch schmolz bei 43—45° und 
hatte noch eine beachtliche JZ (27,6), die wahrscheinlich auf eine Bei- 
mengung von festen ungesiittigten Siuren (vgl. weiter unten) zuriickgefiihrt 
werden kann, wihrend der umgeschiedene Anteil sehr unscharf bei 72—77° 
schmolz und kaum mehr Jod addierte. Da dieser hohe Schmelzpunkt auf 
ein Gemisch héher molekularer Fettsiuren hindeutete, wurden 4,6¢ des 
Siuregemisches in alkoholischer Lésung mit Magnesiumacetat fraktioniert 
gefillt. Aus den 3 erhaltenen Fraktionen wurden die Fettsiuren mit ver- 
diinnter Salzsiure freigelegt und jede Fraktion einmal aus Alkohol um- 
geschieden. Die dabei erhaltenen und aus den Mutterlaugen ausgefiillten 
Anteile lieferten die in Tab. VIII zusammengestellten Schmelzpunkte und 
Molekulargewichte. 


Tabelle VIII 
Fraktion Mol.-Gew. Schmelzpunkt 
I 284,1 65,2—66° 
Il 2821 64 —65° 
Il re 320,4 51 —54° 
aus den Mutterlaugen 
lll ausgefillte Substanz 356.6 50 


Das Gemisch der fliissigen, mittels der Bleisalze abgetrennten [ett- 
siuren lieferte bei der Titration ein mittleres Mol.-Gew. von 286. Das 
Sdiuregemisch wurde in wifrigem Ammoniak gelést und die Fettsiuren mit 
Bariumehlorid gefillt. Die erhaltenen Bariumsalze wurden nach griind- 
licher Trocknung zuerst iiber Blaugel und dann itiber Phosphorpentoxyd 
nach Farnsteiner’*’) auf Grund ihrer verschiedenen Léslichkeit in einem 
Gemisch von Benzol mit 5°/, Alkohol getrennt. Aus den beiden erhaltenen 
Fraktionen wurden die ungesittigten Siuren mittels Weinsiure freigelegt, 
die Olsiurefraktion in Benzin (50—70°), die aus den benzolléslichen Barium- 
salzen erhaltenen Siiuren in Benzol iibergefiihrt. Der bei Zimmertemperatur 
fliissige Abdampfriickstand beider Partien wurde im Vakuumexsiceator zur 
Gewichtskonstanz gebracht und titriert. Die Olsiurepartie lieferte dabei 
ein Mol.-Gew. von 281,9, die Linolsdurepartie von 289,7. 

Ein Teil der Olsiure wurde in einem Reagenzglasscheidetrichter mit 
eingeschliffenem Stopfen mittels Salpetersiiure vom spezifischen Gew. 1,4 
und feinen Kupferspinen in die Elaidinsiiure iibergefiihrt. Das bis zur 
Schmelzpunkts-Konstanz 2mal aus Alkohol umkrystallisierte Trans-Isomere 
schmolz bei 44,4°; ein Mischungsschmelzpunkt mit reinster Elaidinsiiure 
ergab keine Depression. Der Linolsiureanteil wurde nach Hazura"’) bei 
—10° bromiert, wobei wir an Stelle von Eisessig oder Ather Benzin vom 
Siedebereich 30—50° als Lésungsmittel verwendeten. Die erhaltene Tetra- 


3) Z. Nahrungsm. 1, 390 (1898). 
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bromstearinsiure schmolz nach 2maligem Umkrystallisieren aus Aceton bei 
114,5°. Ein Mischungsschmelzpunkt mit reinster Tetrabromstearinsiure er- 
gab ebenfalls 114,5° | 
Die Benzinmutterlauge wurde mit Natriumthiosulfat, anschlieBend mit 
Natriumbicarbonatlésung und schlieBlich mit Wasser gewaschen, dann sorg- 
filtig getrocknet, das Benzin abdestilliert und der Abdampfriickstand in 
alkoholischer Lésung mit Zinkflittern unter tropfenweisem Zusatz von 5n- 
alkoholischer Salzsiiure in der Hitze entbromt. Das unverbrauchte Zink 
wurde abfiltriert und wiederholt mit warmem Benzin (830—50°) ausgelaugt. 
Das Filtrat wurde in viel Wasser gegossen, das Siuregemisch mit Benzin 
vom Siedebereich 30—50° ausgeschiittelt und die Benzinlésung mit Wasser 
bis zur neutralen Reaktion der Waschfliissigkeit gewaschen, dann getrocknet 
und eingeengt. Beim Stehen im Kiihlschrank schieden sich aus dieser 
Lésung etwa 7 g einer festen Substanz aus, die abfiltriert wurde. Durch 
neuerliches Bromieren des Filtrates wurde noch eine kleine Menge Tetra- 
bromstearinsiure erhalten. Die im Kiihlschrank ausgefallene schneeweiBe 
Substanz schmolz bei 77° und ergab bei der Titration ein mittleres Mol.-Gew. 
von 333,7. Seine JZ betrug 86,0. Durch 4maliges Umkrystallisieren wurde 
der Schmelzpunkt auf 82° gesteigert. Die JZ stieg dabei auf 86,8 und das 
Mol.-Gew. betrug 309. Aus den Mutterlaugen schied sich im Kihlschrank 
noch eine kleine Menge von Krystallen aus, die bei 77° schmolzen, eine 
JZ von 97,6 und ein Mol.-Gew. von etwa 331 aufwiesen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Berlin, danken wir 
fiir die leihweise Uberlassung eines Eintauchrefraktometers. 
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Die Darstellung krystallisierter ,Abwehrproteinasen“ 
aus Harn und Serum. I 
Von 
Gerhard Mall und Theodor Bersin 
Mit 5 Figuren auf Tafel I und II 


(Aus der Universitits-Nervenklinik Marburg/L. 
und aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Marburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1940) 


Die praiparative Darstellung héchstaktiver gereinigter, womég- 
lich krystallisierter Fermente ist fiir die Kenntnis ihrer Wirkungs- 
weise von ausschlaggebender Bedeutung. Aber auch die Fragen 
der praktischen Anwendung enzymologischer Verfahren in der Hand 
des Mediziners kénnen weit besser gelést werden, wenn die Tat- 
sache Allgemeingut unseres Wissens wird, daB Fermente ebensolche 
chemischen Individuen sind wie die Vitamine und Hormone. 

Nachdem in den letzten Jahren die Isolierung krystallisierter 
Proteoenzyme vom Typus der Urease, des Pepsins u. a. gelungen 
war’), erschien es notwendig und aussichtsreich, die ungeheuer 
wichtige Gruppe der Abderhaldenschen ,,Abwehrproteinasen“?) 
praparativ zu erforschen. Diese erscheinen bekanntlich ’) nach dem 
EKindringen von ihrer Struktur nach blutfremden Proteinen in das 
Blut im Blutplasma und sodann im Harn. Derartige Proteine 
kénnen parenteral zugefiihrt werden, aber sie kénnen, wie Ver- 
suche zeigten, auch k6rpereigen, ja organeigen und zelleigen, 
jedoch blutfremd sein. 

Auf die groBe praktische Bedeutung der ,,Abwehrproteinasen“ 
(Schwangerschaftsnachweis, Tumordiagnose, Rassenproblem u. a.) 
sel nur nebenbei hingewiesen. 

Bei Beginn unserer Arbeiten gingen wir von der von KE. Abder- 
halden‘) angegebenen Mikromethode der Abderhaldenschen 


) Vgl. Th. Bersin, Kurzes Lehrbuch d. Enzymologie, 2. Aufl., Leipzig 1939. 

*) E. Abderhalden, Abwehrfermente, 6. Aufl. Dresden 1941. 

*) Th. Bersin, Amidasen und Proteinasen, in Nord-Weidenhagen, 
Handbuch der Enzymologie, Leipzig, 1940. 


*) E. Abderhalden, Fermentforsch. 14, 502 (1935); 15, 93 (1936). 
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Reaktion aus, d.h., von einem technisch einfachen Verfahren, aus 
dem Harn mit Aceton die proteolytischen Enzyme niederzuschlagen 
und ihre Aktivitét mit bestimmten Organsubstraten zu priifen, 
wobei die KiweiBspaltprodukte mit Hilfe der Ninhydrinprobe nach- 
gewiesen werden. 


Bei der Untersuchung von 400 klinischen Fallen der Univer- 
sitiits-Nervenklinik Marburg mit der Mikromethode der Abder- 
haldenschen Reaktion zeigte sich, daB bei Gesunden, ebenso wie 
bei Psychopathen und peripher neurologisch gestérten Patienten 
eine Spaltung von Substrateiwei8 endokriner Organe, Tumoren und 
bestimmter pathogener Bakterien nicht nachweisbar war. Dagegen 
ergaben sich bei endokrinen Stérungen, bei Tumoren und organi- 
schen Stérungen des Zentralnervensystems in der Mehrzahl der 
Falle positive Befunde. In einer Reihe von Fallen war eine deut- 
liche spezifische Einstellung der Fermente auf bestimmte Organ- 
substrate nachweisbar. Uber diese klinisch diagnostischen Unter- 
suchungen wurde a. a. O. berichtet’). 


Ausgehend von diesen klinischen Untersuchungen wurde Harn 
von Basedowkranken gesammelt und systematisch aufgearbeitet, 
wobei uns daran gelegen jwar, die darin enthaltenen proteoly- 
tischen Enzyme in immer reinerer und aktiverer Form anzureichern 
bzw. zu isolieren. 

Nachdem wir von 8 Basedowkranken insgesamt 240 Liter Harn, 
von jedem Patienten je 30 Liter Harn, aufgearbeitet hatten und 
es uns gelungen war, Enzympriparate von relativ starker Aktivi- 
tit zu isolieren, dehnten wir unsere Versuche auf Graviden-Harn 
aus. Hierbei kam es uns in erster Linie darauf an, die Spezifitat 
der im Graviden-Harn gefundenen gegen Placenta-HiweiB eingestell- 
ten Proteinasen niher zu untersuchen, da _ hinsichtlich der 
Schwangerschaftsfermente von E.Abderhalden schon vor Jahren 
die hohe Spezifitét hervorgehoben worden war. Es sollte nun- 
mehr an gereinigten Fermentpraparaten, die aus Gravidenharn 
isoliert worden waren, die Spezifitiit dieser Fermente gegeniiber 
Placenta-EiweiB untersucht werden. 

Im weiteren Gang der Untersuchungen hatten wir Gelegen- 
heit, Harn von Carcinomkranken und Multiple-Sklerose-Kranken 
autzuarbeiten. In beiden Fallen waren wichtige klinische Frage- 
stellungen fiir unsere Arbeiten entscheidend. Die von E. Abder- 


) W. Winkler, Z. Neurol. u. Psych. 168, 5 (1940); G. Mall u. 
W. Winkler, Allg. Z. fiir Psych. u. Neurol. 116, 3/4 (1940). 
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halden beschriebenen proteolytischen Abwehrfermente bei Tumor- 
kranken sind bislang in der klinischen Praxis noch kaum zu 
diagnostischen Zwecken eingehend herangezogen worden. Bei der 
besonderen Bedeutung der Friihdiagnose von Tumoren ist aber 
eine sichere und eindeutige Nachweismethode spezifischer Abwehr- 
proteinasen gegen Tumorsubstrate fiir die klinische Diagnostik 
von gréBter Bedeutung. Bei unseren Untersuchungen von Harn 
Multiple-Sklerose-Kranker war die Beobachtung entscheidend, daB 
wir mit der Abderhaldenschen Mikromethode im Harn von 
einigen wenigen Multiple-Skleros-Kranken spezifisch gegen Nerven- 
marksubstrat eingestellte Enzyme finden konnten, wihrend in der 
iiberwiegenden Mehrzahl der untersuchten Falle von multipler 
Sklerose dieser Befund nicht erhoben werden konnte. Es lag 
nun die Frage nahe, ob nicht in den scheinbar negativen 
Fallen die im Harn ausgeschwemmten Fermente fiir einen 
einwandfreien Nachweis mit der Mikromethode zu sehr 
verdiinnt waren und durch eine Anreicherung bzw. Iso- 
lierung aus gréBeren Mengen von gesammeltem Urin 
doch noch nachgewiesen werden kénnten. Diese Frage 
erschien um so dringlicher, als neuerdings von Schaltenbrandt, 
Hallervorden u. a. auch die Frage enzymatischer Prozesse im 
pathologisch-physiologischen Ablauf der Polysklerosen erwogen 
wurde. 

Weiterhin wurden Reihenuntersuchungen an Harnen von 
Schizophrenen durchgefiihrt, obgleich bei den vorliegenden eigenen 
Untersuchungen mit der Abderhaldenschen Mikromethode ein 
Substratabbau von Nervengewebssubstraten bei Schizophrenen nie 
beobachtet werden konnte. 

Nachdem wir bei den genannten Krankheitsbildern Erfahrungen 
und Anhaltspunkte fiir eine geeignete [solierung von proteolytischen 
Fermenten aus dem Harn gewonnen hatten, gingen wir daran, in 
groBen Mengen Harn von Tuberkulose-Kranken aufzuarbeiten und 
aus ihm Enzyme zu isolieren, deren Aktivitiit gegeniiber Tuberkel- 
bazilleneiweiB, sowie gegeniiber Substraten von tuberkulésem 
Lungengewebe gepriift wurde. 

Neben diesen genannten Versuchsreihen wurde immer wieder 
Harn von gesunden Personen zu Kontrollvergleichen mit auf- 
gearbeitet und die aus dem normalen Harn isolierten Fraktionen 
auf ihre enzymatische Aktivitat gepriift. Im einzelnen wurden 


im Laufe unserer Untersuchungen folgende Mengen Harn unter- 
sucht: 


. 
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2. Harn von 8 Basedowkranken ......... 250_—sé=—é“, 
3. Harn von 3Carcinomkranken ......... ae 
4, Harn von 17 Multiple-Sklerose-Kranken .... . 540, 
5. Harn von S8Schizophrenen........... 200 
6. Sammelurin von Schwangeren. ......... 300 =, 
7, Sammelurin von Tuberkulésen ......... 


Neben diesen genannten Versuchsreihen wurden in einer 
weiteren Reihe von einzelnen Fallen, z. B. bei einem Addison- 
Kranken, bei 2 Killen von Lues cerebrospinalis, in 2 Fallen von 
manisch-depressivem Irrescin, in 2 Fallen von progressiver Paralyse 
der Harn aufgearbeitet. Da diese Versuche aber nur vereinzelt 
durchgefiihrt werden konnten und keine Reihenergebnisse erbrachten, 
erwihnen wir sie nur beiliaufig. 


1. Fermentwirkung des Aceton- bzw. Athylalkohol-Niederschlages 
des Harnes (A) 


Die Untersuchungen E. und R. Abderhaldens, Cattaneo und 
Marianis?), G. Mall und W. Winklers u.a. ergaben, daB bei einer 
Reihe von Erkrankungen, namentlich bei endokrinen Stérungen, 
bei Tumoren, wihrend der Schwangerschaft, bei Infektionskrank- 
heiten und nach parenteraler Zufuhr von kérperfremden Hiweib- 
stoffen im Serum, aber auch im Harn sich durch Aceton Enzyme 
niederschlagen lassen, die weitgehend spezifisch gegen bestimmte 
Substrate eingestellt sind. Klinische Untersuchungen zeigen nun, 
daB diese Fermentwirkungen nicht immer proportional dem Grade 
der Erkrankung auftreten. So kénnen z.B., wie E.Abderhalden 
bei agonalen Formen von Tuberkulose und G. Mall und W. Winkler 
bei agonalen Formen von Thyreotoxikose gezeigt haben, Abwehr- 
fermente im Harn mit Hilfe der Mikromethode nicht mehr gezeigt 
werden. Andererseits laBt auch die Fermentausschwemmung gegen 
Ende der Graviditait bei Schwangeren deutlich nach. Auch bei 
endokrinen Stérungen kann nicht ohne weiteres aus der Aktivitat der 
ausgeschwemmten Proteinasen auf den Grad der Noxe geschlossen 
werden. Vielmehr haben simtliche bisher vorliegenden klinischen 
Untersuchungen mit der Abderhaldenschen Mikromethode gezeigt, 
dap sorgfdltig stimtliche klinisch zur Verfiigung stehenden Unter- 
suchungsmethoden mit herangezogen werden miissen, wm erne zu- 


') Arch. Sci. biol. (It.) 24, 2 (1938). 
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verlissige Deutung und Verwertung des Fermentbefundes zu ge- 
wihrleisten. 


Cattaneo und Mariani!) konnten bei ihren Untersuchungen 
beobachten, daB durch Zusatz von 10 mg 1-Ascorbinsiure zum 
Acetonniederschlag des Harnes die Abderhaldensche Reaktion 
wesentlich verstiirkt wurde. Wir haben bei unseren laufenden 
Untersuchungen seit einiger Zeit regelmiBig Parallelversuche an- 
gesetzt, und zwar dergestalt, daB immer gleichzeitig der Aceton- 
niederschlag allein mit verschiedenen Organsubstraten angesetzt 
wurde und daneben derselbe Ansatz nochmals unter Hinzugabe 
von je 10 mg 1-Ascorbinsiiure zum Versuchsglas durchgefihrt 
wurde. Die Erfahrung zeigte hierbei, daB durch die 1l-Ascorbin- 
siure im allgemeinen die Reaktion etwas verstirkt wird. Der 
Grad der Verstiirkung war in der Mehrzahl der Falle nur sehr 
gering, wie die beiden Protokolle Nr. 1 und Nr. 2 zeigen. 


Protokoll Nr.1 Pat. W. E. 
(Multiple Sklerose mit Blasenstérungen und Potenzstérung) 


Ohne Zusatz Mit Zusatz von je 
von 10 mg 1-Ascorbinsiiure 

Ascorbinsiiure pro Versuchsglas 
Sehilddriise ((+)) (+) 
Hypophyse Vorderlappen . ((+)) (+) 
Hypophyse Hinterlappen 
Nebenniere, Rinde. ...... one 
Nebenniere, total ....... 
Nervenmarkgewebe ...... (+) 

Protokoll Nr.2 Pat. V. W. (endokrine Stérung) 

Hypophyse Vorderlappen. . . ((+)) (+-) 
Nebenniere, Rinde. ...... 
Testis ((+)) 


Ktwas mehr verstarkt wird die Reaktion, wenn man der zu 
unseren Versuchen verwendeten 2°/,igen 1-Ascorbinsiiure, die mit 
n/5-NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert wurde, einige Tropfen 


1°/,iger Kisensalzlésung hinzusetzt. Das folgende Protokoll Nr.3 
zeigt hierbei beobachtete Verstiirkung der Reaktion: 


) Arch. Sci. biol. (It.) 24, 2 (1938). 
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Protokoll Nr.3 Pat. H. Sch. 
(Paranoide Schizophrenie mit starker endokriner Stérung und Dysmenorrhoe) 


Ohne Zusatz Nach Zugabe von 
von 10 mg 1-Ascorbinsiure 
1-Ascorbinsiiure + Ferrosalzlésung 
Hypophyse Vorderlappern. . . . ((+-)) (+) 
Hypophyse Hinterlappen.. . . ((+)) 
Nebenniere, Rinde. ...... ((+)) (+) 
Nebenniere, total ....... ((+)) of. 


In einem einzigen Fall von Morbus Addison erhielten wir 
eine ungewohnlich starke Verdeutlichung der Reaktion. Wir er- 
hielten hierbei wiederholt folgendes Ergebnis: 


Protokoll Nr. 4 


Ohne Zusatz Nach Zugabe von 
von 10 mg 1-Ascorbinsiure 

1-Ascorbinsiiure + Ferrosalzlésung 
Hypophyse .. (+) he 
Nervengewebe. ........ + 


Nach Zugabe von 1-Ascorbinsiure zum Acetonniederschlag 
erhielten wir in diesem Falle eine sehr starke Fermentwirkung 
ohne spezifischen Charakter. Diese Beobachtung konnten wir bei 
dem genannten Patienten wiederholt machen, indessen lieBen sich 
diese Beobachtungen bei anderen endokrin weniger gestérten 
Patienten nicht mit dieser Deutlichkeit wiederholen. 

Bei Harn von gesunden Personen konnte durch Zusatz von 
l1-Ascorbinsiure bisher eine Enzymwirkung niemals nachgewiesen 
oder hervorgerufen werden, auch bei Psychosen blieben diese 
Versuche in der Mehrzahl der Faille bis jetzt erfolglos. 

Unter Verweis auf unsere bisherigen Veréffentlichungen kann 
zusammenfassend gesagt werden, daB die Verwendung des Aceton- 
niederschlages aus frischem Morgenharn zu diagnostischen Zwecken 
der Klinik brauchbare Resultate ergab; bei Gesunden wurde ein 
proteolytischer Substratabbau- nicht gefunden. Durch Zusatz von 


1-Ascorbinsiiure kann die Reaktion nur in sehr miBigem Grade 
verdeutlicht werden. 
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2. Weiterbehandlung des Aceton- bzw. Athylalkoholniederschlages 
des Harnes (A) mit physiologischer Kochsalzl6sung und Ammonsulfat 


EK. Abderhalden und S. Buadze?) konnten zeigen, daB die 
im Serum enthaltenen Abwehrfermente beim Eintrocknen des Serums 
ihre Aktivitét und Spezifitat nicht verlieren, selbst wenn sie jahre- 
lang in getrocknetem Zustande aufgehoben werden, R. Abder- 
halden?) konnte an dem aus Harn niedergeschlagenen Enzymen 
ebenfalls nach Eintrocknen eine sehr lange Haltbarkeit beobachten. 
Um eine Reinigung der im Acetonniederschlag enthaltenen Enzyme 
zu erzielen, extrahierte er den getrockneten und gepulverten Aceton- 
niederschlag mit physiologischer Kochsalzlésung in der Wairme 
bei 37°. Bei der Elution der Enzyme aus dem Trockenpulver 
erreichte er dadurch eine gewisse Verstirkung der Fermentwirkung, 
daB er den getrockneten Acetonniederschlag mit etwas kleineren 
Mengen physiologischer NaCl-Lésung extrahierte. Wihrend dieses 
Verfahren sich bei Menschenharnen ohne weiteres anwenden lieB, 
gelang es nicht, bei Kaninchenharnen befriedigende Ergebnisse 
zu erzielen. 

Protokoll Nr. 5 (Gravidenharn) 


Harn Trockenpulver in 
vom 1. Juli 1940. physiol. NaCl-Lésung 
Die Mikromethode eluiert und gepriift 


ergab am 1. Oktober 1940 
Schilddriise. ...... (+) (+) 
Hypophyse Vorderlappen . ((+)) (4) 
Hypophyse Hinterlappen . 


Nebenniere, Rinde. .. . 


Protokoll Nr. 6 (Harn von Tuberkulosekranken) 


Die Mikromethode Trockenpulver 
ergab am epriift am 
12. August 1940 15. September 1940 
Schilddriise. ...... (+) 
Hypophyse Vorderlappen . ((+)) (+) 
Hypophyse Hinterlappen . 
Nebenniere, Rinde. .. . 
Nebenniere, total . ... (+) 
((+)) 


1) Fermentforsch. 10, 11 (1928). 
*) Fermentforsch. 16, 2, 210 (1940). 
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Wir haben die von R. Abderhalden angegebene Methode 
| wiederholt nachgepriift und bestitigen kénnen (vgl. Protokoll 5 und 6). | 
Kine wesentliche Verstarkung der Enzymwirkung war hierbei in : 
| Ubereinstimmung mit den Protokollen R. Abderhaldens nicht 
| zu beobachten. 
Die von R. Abderhalden gefundene Methode bietet wesent- 
liche Vorteile. Sie erméglicht, getrocknetes Fermentmaterial tiber 
lingere Zeit anzusammeln und zu vergleichen und gestattet gleich- 
zeitig, einen groBen Teil der im Acetonniederschlag (A) enthaltenen 
Verunreinigungen auszuschalten. Wie wir a.a.O.') zeigen werden, 
kénnen in Ubereinstimmung mit der Annahme R. Abderhaldens 
aus getrocknetem Acetonniederschlag (A) durch Elution in wenig 
physiologischer NaCl-Lésung konzentrierteste 'ermentlésungen ge- 
wonnen werden, die unter Umstainden schon ohne weitere An- 
| reicherung titrimetrisch eine hohe Fermentaktivitaét zeigen. Fir 
| die Reindarstellung der Fermente haben wir vielfach 5g Ferment- 
trockenpulver (A) mit 200 ccm physiologischer NaCl-Lésung bei 
37° unter Toluol extrahiert und diese konzentrierten Ferment- 
lésungen durch fraktionierte Aussalzung bzw. Destillation weiter 
gereinigt. Es zeigte sich allerdings bei diesem Verfahren besonders 
deutlich die Notwendigkeit strengster steriler Kautelen, da die 
| konzentrierten Lésungen zunichst immer infiziert sind und durch 
Berkefeld-Filter die hochmolekularen Lisungen oft nur mit 
| Schwierigkeit durchgepreBt werden kénnen. 
Um das chemische Verhalten der Proteinasen zu untersuchen, 
haben wir zunichst den feuchten Aceton- bzw. Athylalkohol- 
niederschlag?) (A) mit Ammonsulfat ausgefallt. Im einzelnen gingen 
wir so vor, da$ zunichst der aus Harn gewonnene Niederschlag (A) 
in der 4fachen Volummenge Aqua dest. aufgeschwemmt und in 
einem Sammelgefi8 aufbewahrt wurde. Nachdem wir eine ge- 


niigende Menge Sammelmaterial vorratig hatten, wurde mit Ammon- 
sulfat im UberschuB gesiittigt. 


In diesem Zusammenhang sind folgende Beobachtungen hervorzuheben. 
Die Menge des aus Harn mit Aceton bzw. Athylalkohol ausfillbaren Nieder- 
schlages ist bei den gesunden Normalen, vielmehr aber noch bei den ver- 
schiedenen Krankheitsformen auBerordentlich verschieden. Er schwankt 
innerhalb relativ weiter Grenzen etwa zwischen 0,8g und 15 ¢ ungetrock- 


) G. Mall, Mitteilung iiber die diagnostische Verwertbarkeit der A.R. 
Fermentforsch. 1941. 

*) Seit Kriegsbeginn verwenden wir zur Fiillung der gesammelten Harne 
statt des teueren und schwer zugiinglichen Acetons ausnahmslos mit Pyridin- 
basen vergiillten Athylalkohol (Brennspiritus des Handels), 
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netes Zentrifugat auf 1000 cem Harn (0,1—2 g Trockensubstanz). Diese ver- 
schiedenen Niederschlagsmengen hingen zum Teil mit der individuell ver- 
schiedenen Permeabilitit des Nierenfilters zusammen, zum Teil spielt aber 
die Art der Erniihrung, besonders der Fliissigkeits- und Mineralsalzzufuhr, 
eine entscheidende Rolle. Da die aus dem Tagesurin eines Patienten zu 
gewinnende Niederschlagsmenge relativ klein ist, muBte der Niederschlag (A) 
systematisch von den einzelnen Patienten gesammelt werden. Hierbei muBte 
beachtet werden, daf die Harne von Infektionskranken, besonders von 
Tuberkulosekranken, Keime enthalten kénnen, die bei liingerer Auf bewahrung 
der gesammelten Niederschliige wie auf Niihrbéden florieren. Um deshalb 
ein zuverliissiges Arbeiten soweit als méglich unter sterilen Kautelen zu 
gewihrleisten, wurden deshalb tiiglich beim Sammeln des Niederschlages (A) 
einige Tropfen Toluol zugegeben und kriftig durchgeschiittelt. Die sterilen 
SammelgefiSie wurden stets im Kiihlschrank aufbewahrt. Auf diese Weise 
konnten wir unser Material vor bakterieller Zersetzung sehiitzen, ohne gleich- 
zeitig durch stiirkere Antiseptika die Proteinasen zu schiidigen. Wenngleich 
eine absolute Sterilitiit hierdurch nicht gegeben war, so waren doch bei 
unseren Hauptversuchsreihen bakterielle Stérungen ausgeschaltet. 


Gesammelt wurde bei unseren Reihenversuchen zunichst der 
feuchte (nicht eingetrocknete) Niederschlag (A). Hat man von einem 
Patienten eine ausreichende Menge Niederschlag (A) gesammelt, 
so zeigt sich, daB sowohl das sich im SammelgefiB absetzende 
ungeléste Sediment als auch die iiberstehende triihe Lésung 
enzymatisch wirksam ist. Daf es sich bei den im Niederschlag 
enthaltenen Enzymen um dieselben Proteinasen handelt, die auch 
in der iiberstehenden Lésung nachweisbar sind, geht aus der iiber- 
einstimmenden Reaktion hervor. 


Protokoll Nr. 7. 400 cem gesammelter Athylalkoholniederschlag (A) 
aus 40 Litern Harn eines Multiple-Sklerose-Kranken enthalten 340 cem iiber- 
stehende Lésung und 68,65 g feuchtes Sediment. Die iiberstehende Lésung 
enthiilt in 10 cem 62 mg Trockensubstanz gelést. Es wird sowohl die iiber- 
stehende Lésung als auch das Sediment zur Bestimmung ihrer Enzymwirkung 
mit Substrat angesetzt. Wiihrend die tiberstehende Lésung unverdiinnt zum 
Versuch angesetzt wird, werden 5 ccm Sediment in 37 ccm physiologischer 
NaCl-Lésung suspendiert. Der Versuch ergibt folgendes Resultat: 


Sediment Uberstehende Lisung 


Kontrolle 


(hell, ungefirbt) | (deutlich blaugefiirbt) 
Schilddriise ........ ((+)) (( 
Hypophyse Vorderlappen . 
Hypophyse Hinterlappen . . -- — 
Nebenniere, Rinde . ; 


Nervenmarkgewebe. . . . + 
((+-)) ((+)) 


Aus dem Protokoll ergibt sich eine Ubereinstimmung beider Versuche. 
Es zeigt sich lediglich, daB in der tiberstehenden Liésung stérende Ninhydrin- 
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positive Stoffe gelést sind, die auch die Kontrolle gefirbt erscheinen lassen. 
Auch die iibrigen Reaktionen fielen deshalb dunkler aus als bei der Priifung 
des Sediments. Die Proportion der Reaktion blieb aber gewahrt. 

Um das Verhalten der Proteinasen bei Ausfillung mit Ammon- 
sulfat zu priifen, gingen wir so vor, daS wir zunachst die Gesamt- 
menge des von einzelnen Patienten systematisch gesammelten 
Niederschlages (A) im Verhialtnis 1:1 mit Aqua dest. versetzten 
und durch Umriihren eine méglichst homogene Suspension her- 
stellten. Dann wurde unter stindigem Umriihren Ammonsulfat 
hinzugegeben. Hierbei beobachteten wir hin und wieder, daB bei 
Zugabe von wenig Ammonsulfat die Suspension klar wurde und 
in Lésung ging. Diese Erscheinung gilt allerdings nicht allgemein 
und wurde nur ausnahmsweise beobachtet. Unter stetem Umriihren 
wurde die Lisung im Uberschu8 mit Ammonsulfat gesittigt. Der 
hierbei ausfallende Niederschlag (B) wurde von der iiberstehenden 
Lésung (B,) abfiltriert. Der Filterriickstand(B) und das Filtrat(B,) 
wurden durch 48 Stunden langes Dialysieren gegen flieBendes 
Wasser bei Zimmertemperatur vom Ammonsulfat gereinigt und 
anschlieBend auf ihre Enzymwirkung gepriift. 

Bei zahlreichen Einzeluntersuchungen konnte bis jetzt nicht 
in einem einzigen Falle im Filtrat(B,) eine Fermentwirkung nach- 
gewiesen werden. Da zunichst auch daran gedacht werden muBte, 
daf die Proteinasen im Filtrat(B,) zu stark verdiinnt und deshalb 
zu wenig aktiv sein kénnten, wurde das Filtrat mit Aceton ver- 
setzt und der hierbei ausflockende feine Niederschlag untersucht. 
Dieser erwies sich jedoch in allen Fallen als inaktiv. Die Priifung 
des durch Dialyse gereinigten Ammonsulfatniederschlages(B) ergab 
indessen in der Mehrzahl der Fille eine eindeutige Fermentwirkung, 
die mit dem Ergebnis der Untersuchung des Niederschlages (A) 
im wesentlichen tibereinstimmte. Die folgenden Protokolle geben 


die Befunde im Acetonniederschlag (A) und im gereinigten Ammon- 
sulfatniederschlag (B) wieder. 


Protokoll Nr. 8. 28, April 1939. Untersuchung yon Grayidenharn 


Aceton- Gereinigter Ammon- 
niederschlag (A) | sulfatniederschlag (B) 
(-+) 


Die Untersuchung der iiberstehenden Lésung B, ergab nach der Reini- 
gung durch Dialyse: 
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Die durch Dialyse gereinigte Lésung (B,) wurde mit Aceton ausgefillt 
und der dabei ausflockende Niederschlag zum Versuch angesetzt. Es 
ergab sich: 


Der fermentativ wirksame Ammonsulfatniederschlag (B) wurde 
20 Minuten bei 72° im Wasserbad erwirmt und anschlieBend 
zum Versuch angesetzt. Es ergab sich: 


Protokoll Nr. 9. Pat. U. L. (Progressive Paralyse) 
5. April 1939 


Aceton- Ammonsulfat- 
niederschlag (A) | niederschlag (B) 
Protokoll Nr. 10. Pat. H. E. (Lues cerebrospinalis) 
Nucleus caudatus ....... 


Protokoll Nr. 11. Pat. R. E. (Multiple Sklerose) 
4, August 1939 


Gehirnmark .......... — 
- (+) 
Nucleus caudatus ....... — 
Protokoll Nr. 12. Pat. M. I. (Multiple Sklerose) 
Gehirnmark .......... ++ 


Diese Protokolle, die aus unserem Untersuchungsmaterial 
herausgegriffen wurden, zeigen, wie der Ammonsulfatniederschlag (B) 
eine wesentlich deutlichere Reaktion gibt als der Acetonnieder- 
schlag (A). Die Enzyme werden durch 20 Minuten langes Er- 
warmen auf 72°C inaktiviert. In zahlreichen Fallen zeigt der 
Ammonsulfatniederschlag (B) eine deutliche Fermentwirkung, die 
bei der Priifung des Niederschlages (A) mit der Ab derhaldenschen 
Mikromethode nicht erfa8t werden konnte, weil die im Azeton- 
niederschlag (A) zur Wirkung kommenden Enzyme entweder zu 
stark verdiinnt waren oder durch stérende ninhydrinpositive 
Substanzen iiberdeckt wurden. Diese Beobachtung ist besonders 
bei chronisch verlaufenden organneurologischen Erkrankungen, 
wie z. B. bei der multiplen Sklerose von Wichtigkeit. 
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Von Anfang unserer Untersuchungen an haben wir immer 
wieder zur Kontrolle gréBere Mengen von Harn gesunder Personen 
mit aufgearbeitet und immer wieder auf Abbau der von uns 
klinisch verwendeten Substrate gepriift. Indessen konnte bei 
Gesunden durch unsere Anreicherungsmethoden ein Substratabbau 
nicht gezeigt werden. 

Nachdem sich in zahlreichen Versuchen gezeigt hatte, dab 
bei Ammonsulfatganzsiittigung die Enzyme in den Niederschlag 
gehen, haben wir aus Materialersparnisgriinden bei unseren weiteren 
Isolierungen in den meisten Fallen auf eine Zwischenpriifung des 
Ammonsulfatniederschlages (B) auf dessen proteolytische Aktivitit 
verzichtet und in erster Linie die noch weiter gereinigten und 
isolierten Enzyme zur Untersuchung herangezogen. 


3. Weitere Reinigung des durch Ammonsulfatganzsattigung 
erhaltenen Niederschlages (B) durch NaCi-Fallung 


Wie wir oben ausfiihrten, werden durch Ammonsulfatganz- 
sittigung die Hnzyme niedergeschlagen. Im Sediment erhalten 
wir aber neben den Proteinasen noch Ballasteiwei8kérper, die 
zum Teil stérend in Erscheinung treten. Um eine weitere Reinigung 
des Niederschlages (B) zu erhalten, nahmen wir den durch Dialyse 
vom Ammonsulfat gereinigten Niederschlag (B) in die 5 fache 
Volummenge physiologischer Kochsalzlésung auf. Durch gutes 
Umrihren wurde eine gleichmiBige Suspension hergestellt. So- 
dann wurde unter stetem Umrithren mit NaCl im UberschuB ge- 
saittigt. Nach der Sattigung fallt ein feinflockiger Niederschlag (C) 
aus, der bei allen durchgefiihrten Untersuchungen sich als fermen- 
tativ inaktiv erwies. Die Proteinasen bleiben in gesittigter 
Kochsalzlésung gelést und gehen durchs Filter. Das Filtrat (C,) 
wird durch Dialyse vom NaCl gereinigt und zeigt zuweilen schon 
ohne weitere Bearbeitung eine mehr oder weniger deutliche 
proteolytische Aktivitit. Um die Fermentwirkung in der Lésung (C,) 
zu verdeutlichen, kann die Lésung entweder vorsichtig bis auf 
1/, ihres Volumens eingeengt werden (hierbei darf die Temperatur 
45° C nicht iibersteigen), oder es kann durch Zugabe von Aceton 
im Verhaltnis 1:1 aus der Fermentlésung (C,) das 
Enzym (D) niedergeschlagen werden. In beiden Fallen erhilt man 
so ein Knzympriiparat, das bei der Priifung eine starke Ferment- 
wirkung entfaltet und eine relativ gute Haltbarkeit besitzt. 


Wir geben nun einige Protokolle, die diese Verhiltnisse niiher be- 
leuchten: 
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Protokoll Nr. 13 (Schwangerenharn) 
4, Mai 1939 


Aus Lésung (C,) mit 
Aceton- Ammonsulfat- Aceton ausgefilltes 


niederschlag (A)|Niederschlag (B)| Enzym [Enzym- 
priparat (D) Nr. 72] 


Placenta .... 4- ++ ++4+4+ (Tinten- 
schw. Ninhydrinreakt. 


Testis ..... — 


Um die Aktivitét des Enzympriiparates Nr. 72 zu priifen, wurde eine 
Verdiinnungsreihe angesetzt und das Ferment in verschiedenen Verdiinnungs- 
graden angesetzt. Hierbei gab sich folgendes Resultat: 


Protokoll Nr. 14 
6. Mai 1939 


Unverdiinnt physiol. NaOl-Lisung 1:4 1:8 $330 
Kontrolle bléulich wasserhell ungefiirbt | ungefiirbt — 
Placenta {+ +++ -+%*) ++ ++ ttt 


*) (Tintenschw. undurchsichtige Blaufiirbung bei der Ninhydrinreaktinon) 


Durch Erwirmen des Enzympriparates bei 72° im Wasserbad war 
das Ferment nach wenigen Minuten koaguliert und inaktiviert. 

Das Priiparat Nr. 72 wurde im Kiihlschrank unter Toluol aufbewahrt. 
Am 28. Juli 1939 wurde das Priiparat nochmals gepriift. Es ergab sich 
wiederum ein starker Abbau von Placentasubstrat. 


Protokoll Nr. 15 (Fermentpriiparat Nr. 72) 
28. Juli 1939 


Wihrend der Aufbewahrung des Priiparates im Eisschrank hat sich 
das anfiinglich farblose Priiparat dunkelbraun gefirbt. Eine Infektion lag 
nicht vor. 

Aus Protokoll Nr. 13 und 15 geht hervor, daB die Enzym- 
wirkung des Enzympriparates Nr. 72 nicht absolut spezifisch ist, 
vielmehr Testissubstrat ebenfalls, wenn auch nur schwach, abgebaut 
wird. Ahnliche Beobachtungen haben wir in anderen Fallen 
wiederholt gemacht. 


Titrimetrische Bestimmung der Enzymwirkung 


Da die Ninhydrinreaktion eine sehr empfindliche Reak- 
tion ist und die quantitativen Unterschiede der in Lésung 
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cegangenen HiweiBspaltprodukte nur sehr ungenau wiedergibt, ergab 
sich die Notwendigkeit, die Enzymwirkung auch titrimetrisch zu 
bestimmen. Zu diesem Zwecke wurden wiederholt verschiedene 
Enzympriparate, die aus Graviden-Harn isoliert worden waren, 
titrimetrisch nach Waldschmidt-Leitz untersucht. Zur Ver- 
wendung gelangten jeweils 20 com Fermentlésung pro Versuchsglas, 
die mit 70mg Substrat (Placenta und Testis) beschickt wurden. 
Gepuffert wurde durch Zugabe von 1 ccm einer m/15-Phosphat- 
pufferlésung vom p,, 6,979. Die Titration gibt auch ohne Zu- 
gabe von Pufferlésung eindeutige Ergebnisse, dagegen stort Zugabe 


von gréBeren Mengen von Pufferlésungen die an sich schon relatiy 
schwachen Reaktionen. 


Protokoll Nr. 16 (Titration nach Waldschmidt-Leitz 
Angesetzt je 20 cem Schwangerschaftsferment) 
1. Dezember 1939 


Anfangswert: Endwert nach 18 Std.: 
Verbr. n/10-NaOH Verbr. n/10-NaOH 


Kontrollversueh ... 0,38 eem 0,40 cem 
0,43 O74 ,, 


Protokoll Nr. 17 (Fermentpriiparat aus Gravidenharn) 
4. November 1939 


Kontroliversueh .... 0,33 eem 0,43 eem 
0,34 ,, 1,125 ,, 
Gehirnmark ...... 0,33 ., 0,52 ,, 


Protokoll Nr. 18 (Ferment aus Gravidenharn) 
Titration nach Waldschmidt-Leitz ohne Zusatz von Pufferlésung 


13. Dezember 1939 


Kontrollversuch .... 0,08 eem 0,165 cem 
0,09 ,, 0,270 ,, 
Gehirnmark ...... 0, 0,180 


Bei Zugabe von je 20 ccm Pufferlésung zum Versuchsglas konnte 
titrimetrisch ein Substratabbau nicht mehr gezeigt werden. Dies hiingt 


einerseits damit zusammen, daf durch diese Zugabe der Pufferlésung die 
Enzyme erheblich verdiinnt werden, andererseits aber auch die an sich 


schon geringen Unterschiede des NaOH-Verbrauches villig abgepuffert 
werden. 

Unsere Titrationsversuche zeigten, daB die aus Graviden- 
harn isolierten Fermentpriparate doch eine weitgehend spezi- 
fische Kinstellung gegen Placentasubstrat besaBen. Dieselbe 
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Beobachtung machten wir auch bei Fermenten, die von Multiple- 
Sklerose-Harnen hergestellt wurden. Auch hierbei fanden wir 
titrimetrisch eine relativ spezifische Kinstellung gegen Nerven- 
markgewebe. 

Um zu prifen, bei welchem p,, die Enzympriparate optimal 
wirken, wurde eine Versuchsreihe mit verschiedenen Pufferlésungen 
angesetzt. 


Protokoll Nr. 19 (Enzympriiparat Nr. 72 aus Gravidenharn, verdiinnt 1: 8. 
Zum Ansatz verwendeten wir je Glas 5eem + 1 ecm Posphatpufferlésung) 
8. Mai 1939 


Pr 5,906 Placenta. ..... a4 ((+)) 
Pu 6,468 + + 
Pr 8,043 ((+-)) 
Spezifitatsiragen 


Zur Frage der Spezifitat der proteolytischen Enzyme ist 
grundsatzlich folgendes zu bemerken. Bei endokrinen Stérungen, 
aber auch wihrend der Graviditaét wird bei der Abderhaldenschen 
teaktion in den meisten Fallen ein pluriglandulirer Abbau beob- 
achtet. Auf diese Beobachtung wurde schon von R. Abderhalden}) 
und von G. Mall und W. Winkler (a. a. O.) hingewiesen. Es ist 
bei endokrinen Stérungen das ganze endokrine System in seinem 
Gleichgewichtszustand gestért, so da8 fast immer ein pluriglandu- 
larer Abbau mit der Abderhaldenschen Reaktion gezeigt werden 
kann, wobei es nicht immer gelingt, die primir gestérte Driise 
aus dem Ausfall der Reaktion zu zeigen. Wenn nun die Frage 
der Spezifitit der Abderhaldenschen Fermente gepriift werden 
soll, so miissen Substrate zum Vergleich mit angesetzt werden, 
die auch unter pathologischen Umstinden sicher nicht gestért 
sind und deren Abbau bei einer Spezifitit der Fermente unter 
allen Umstiinden undenkbar ist. So kann bei Minnerharnen zur 
Priifung der Spezifitiit Ovar, Corpus-luteum- oder Placenta- 
substrat verwendet werden. Wenn Gravidenharn neben Placenta 
noch Schilddriise, Hypophyse und Ovar abbaut, so widerlegt dieser 
Befund in keiner Weise die Annahme einer Spezifitit der im 
-Gravidenharn ausgeschiedenen Enzyme, da wihrend der Graviditiit. 
auch die iibrigen endokrinen Organe eine Gleichgewichtsstérung 
zeigen kénnen. Wiirde aber der Mannerharn Enzyme enthalten, 


1 R. Abderhalden, Z. exp. Med. 100, 360 (1937). 
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die Placentasubstrate ebenso stark abbauen wie Testis, so kénnte 
von einer Spezifitit nicht mehr die Rede sem. Dieselben Ge- 
sichtspunkte gelten mutatis mutandis auch fir Tumoren. Wird 
z. B. aus Harn eines Magencarcinomkranken ein Enzym isoliert, 
das neben Carcinomsubstrat auch noch Magenschleimhautsubstrat 
oder Lebersubstrat angreift, so ist daran zu denken, daB der in 
Frage kommende Tumor vielleicht an der Magenwand sitzt oder 
in der Leber oder doch wenigstens an diesen Organen Metastasen 
hat. Von einer Unspezifitit kénnte nur gesprochen werden, wenn 
das Enzym eines carcinomkranken Mannes Substrate von Nerven- 
gewebe, Placentagewebe oder Sarkomgewebe angreifen wiirde. 
Ebenso ist bei Versuchen mit Enzymen, die aus Harn von Lungen- 
tuberkulosekranken hergestellt werden, daran zu denken, dab 
wahrend des tuberkulésen Zerfallsprozesses in der Lunge massen- 
haft interstitielles Bindegewebe eingeschmolzen wird. Da nun 
das Bindegewebe ein auBerordentlich weit verbreitetes unspezi- 
fisches Kiwei8 darstellt, so ist durchaus méglich, daB diese Enzyme 
neben lLungentuberkulosesubstrat auch andere Substrate an- 
ereifen, die interstitielles Bindegewebe enthalten, z. B. Plazenta. 
Die hierbei zu beoachtende scheinbare Unspezifitit hingt dann 
nur mit der Einschmelzung des organunspezifischen kollagenen 
und elastischen Bindegewebes der Lunge zusammen. Es empfiehlt 
sich deshalb bei Versuchen mit Enzymen aus Tuberkuloseharnen 
bindegewebsarme Substrate, etwa Nervenmarkgewebe, mit an- 
zusetzen, da aus manchen Organen bei der Substratherstellung 


trotz sorgfaltigster Préparation das fibrillare Bindegewebe nicht 
absolut entfernt werden kann. 


Unter diesen Gesichtspunkten sind die nachfolgend mitgeteilten 
Protokolle zu verstehen. Ein pluriglandulirer Abbau* oder ein 
Abbau von verschiedenen Substraten spricht nicht unbedingt 
gegen eine Unspezifitiit der Enzympriparate. 


Harne von Basedowkranken 
Protokoll Nr. 20 W. A. 


1. Juni 1939 
Acetonniederschlag (A)| Fermentpriiparat (D) 
Schilddriise. . . ... +++ ++tH+ 
(tintenschw. Reaktion) 
Nebenniere...... ++ 
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Protokoll Nr. 21 (Pat. M. E.) 
} Acetonniederschlag (A)| Ferment (D,) 


Kontrolle . 


Schilddriise 


! 


+ 
Hypophyse Vorderlappen . ‘ ((+)) jh 
Nebenniere . (+) 


Untersuchungen mit Harn von Multiple-Sklerose-Kranken 


Aceton- Ammonsulfat- 
Pat niederschlag (A) niederschlag (B) Ferment (D) 
at. 
Geh.-| Tha- | Nuel.} Geh.-| Tha- Nucl. | Gehirn- | Tha- | Nucl. 
mark |lamus/ caud. | mark lamus: caud.}| mark Jamus caud. 
22) R.O. -- | (+) | — (+) | (4+) 
23} R.E. (+)), | | ++ 
25] D.A. | | + +- 
27] M.E. = + (+) (4) (4) | (4) 
28} A.D. | - (+) ((+)) | (+) 
29} W.L. | (+) + 
30] J.E. — | | ((+)) + 
31} Sch. ((+)) | ((+)) | 
32] W.N. | (+) | (+) ++ 
33] H.A — (+) | — 
Luetische Erkrankungen des Zentralnervensystems 
341H.E.(Lues} ++ #£4— + | | ++] 
cerebro- | | | 
spinalis) | | 
35] =) = | 
pr. Paral | | | 
36] | | ++ 
pr. Paral. | | 


Ergebnisse bei Schizophrenen 


Bei 8 Schizophrenen (Protokoll Nr. 37—44) wurde nicht in einem Fall 
Gehirnsubstrat abgebaut. 


Manisch-depressives [rresein 


Bei zwei endogenen Depressionen hatten wir die Méglichkeit, den 
Harn aufzuarbeiten. In beiden Fiillen lieBen sich keine gegen Nerven- 
gewebssubstrat eingestellte Fermente nachweisen. 


Uber unsere Ergebnisse mit Harnen yon Carcinomkranken werden 
wir in einer spiiteren Verdffentlichung berichten. 
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Bemerkungen zu dem Enzymcharakter der Losung (C,) 
und der daraus durch Aceton ausgefallten Fermente (D) 


Die Liésung C, ist eine wiBrig klare Liésung von einem 
HiweiBgehalt von etwa 6 mg Eiwei8 in 100 com Lésung. Nach 
Zusatz von Sulfosalizylsiure flockt eine dicke Triibung aus. Bei 
Erwarmung tritt bei 68° eine feinflockige Koagulation ein, die 
bei Erwairmung auf 72° grobflockig und dicht wird. Durch Er- 
wirmung der Lésung auf 72° ist nach 30 Minuten die enzyma- 
tische Spaltfihigkeit aufgehoben. 

Da die Lésungen C, zur Priifung der Fermenteigenschaften 
meist zu sehr verdiinnt sind, miissen sie entweder vorsichtig ein- 
geengt oder durch Aceton gefallt werden. 

Wir haben fast ausnahmslos die Acetonfallung beniitzt und 
den Acetonniederschlag (D) in méglichst wenig physiologischer 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt. Hierbei zeigte sich, daB der 
fermenthaltige Niederschlag sich in Aqua dest. nur sehr schwer 
lést und auch in physiologischer Kochsalzlésung sich nur lést, 
wenn ausreichend und iiberschissig Fliissigkeit zugegeben wird 
(bis etwa 20—30 fache Volummenge des Niederschlages). In etwa 
20°/, der untersuchten Falle fanden wir indessen, daB der Aceton- 
niederschlag sich in Aqua dest. rasch und vollkommen liste, 
auch wenn nur wenig Aqua dest. zugegeben wurde. Eine Be- 
ziehung dieser wasserléslichen Fallungen zu bestimmten Er- 
krankungen konnte bis jetzt nicht gefunden werden. Immerhin 
war aber in all den Fallen, in denen der Acetonniederschlag (D) 
wasserléslich war, die beobachtete Enzymwirkung sehr gering. 

Bei dem bisher beschriebenen Verfahren ist es nur in wenigen 
Fallen ausnahmsweise gelungen, aus der Lisung ©, durch Ein- 
engung oder Ausfallung eine Krystallabscheidung zu erhalten. 
Bei der Einengung erhielten wir meist nur konzentrierte, triibe 
kolloidale Lésungen, bei Acetonfallung einen feinflockigen Nieder- 
schlag ohne krystalline Strukturen. 

Wenngleich bei der beschriebenen Form der Isolierung eine 
Krystallisation in der Regel nicht erreicht wurde, so erhielten 
wir doch haltbare Lésungen von relativ starker Fermentwirkung. 

Zu bemerken ist in diesem Zusammenhange, daB sich 
Fermentpriiparate, die nach dem beschriebenen Verfahren her- 
gestellt wurden und gleichartige Enzyme enthalten, gegenseitig 
stark aktivieren. Hierdurch kénnen schwichere Lisungen wesent- 
lich verstirkt werden. 
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Diskussion der Protokolle Nr. 22—44 


Es handelt sich ausschlieBlich um Versuchsprotokolle, die in 
den Hauptversuchen erhalten wurden, nachdem in gréBeren Vor- 
versuchsreihen der Gang der Methodik gefunden worden war. 
Bei der Durchsicht der Protokolle interessieren in klinischer 
 Hinsicht folgende Fragen. | 

Wenn durch die Aufarbeitung der Harne in- vielen Fallen 
eine Fermentwirkung gezeigt werden kann, die bei der Mikro- 
methode der Abderhaldenschen Reaktion nicht in Erscheinung 
tritt, so mu8 gefragt werden, ob denn nicht bei Gesunden eben- 
falls durch die Einengung groBer Mengen von Urin eine proteo- 
lytische Enzymwirkung nachgewiesen werden konnte, zumal ja 
bekanntlich der Harn physiologischerweise Spuren von Trypsin 
enthilt. Diese Frage muB um so mehr gestellt werden, als bei 
unserer Verarbeitung von Harnen gesunder Personen aus der 
Lésung (C,) durch Acetonfiallung ebenfalls ein feinflockiger Nieder- 
schlag erhalten wird, der sich quantitativ nicht von den Ferment- 
praparaten unterscheidet, die wir bei Kranken erhielten. Da wir 
von vornherein zunichst daran dachten, daf es aller Wahrschein- 
lichkeit nach auch bei Gesunden gelingen wiirde, proteolytische 
Enzyme zu erhalten, haben wir immer wieder groBe Mengen von 
Harn — bis zu 100 Liter Sammelurin von Gesunden — ein- 
geengt und bearbeitet. Bisher haben wir aber kein Substrat 
finden kénnen, das von den erhaltenen Extrakten einwandfrei 
gespalten wird. Das heift freilich nicht, daB es sich bei den aus 
i Harn gesunder Personen hergestellten Praparaten nicht um En- 
zyme handeln kénnte, sondern nur, da’ wir bis jetzt nicht wissen, 
| ob und welche Eiweifkérper durch sie gespalten werden. 


Auch bei der Aufarbeitung des Urins von Schizophrenen 

haben wir bisher nicht in einem einzigen Fall bei Durchprifung 

| verschiedener Gehirnsubstrate (Gehirnrinde, Gehirnmark, Gehirn- 
Thalamus, Gehirn-Nucleus caudatus) einen Abbau beobachten 
| kénnen. Dies ist um so bemerkenswerter, als man bei den 
schweren Destruktionsprozessen dieser endogenen Psychosen doch 
auch an eine organische Dysfunktion des Gro8hirns denken muB. 
Indessen miissen wir bei der Diskussion dieser Befunde den Um- 
stand beriicksichtigen, da8 wir bei unseren Versuchen kein Substrat 
ansetzen konnten, das aus Gehirnen von Schizophrenen hergestellt 
wurde. Leider hatten wir wihrend der letzten zwei Jahre nicht 

die Gelegenheit, ein Gehirn eines Katatonikers oder eines Multiple- 
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Sklerose-Kranken zur Substratherstellung zu erhalten. Da nun 
aber die bisherigen Erfahrungen mit der Abderhaldenschen 
Reaktion zeigen, wie wichtig es ist, die geeigneten patholo- 
gischen Substrate anzusetzen, halten wir es fiir durchaus még- 
lich, daB spitere Untersuchungen mit Substraten aus Gehirnen 
Schizophrener auch positive Resultate bringen kénnten. 

Bei den Versuchen mit Harn von endokrin gestérten Patienten 
(Beispiele Protokolle Nr. 20 und 21) fanden wir regelmiBig eine 
erhebliche Verstiirkung der Reaktion und hiufig eine Verstarkung 
des Abbaus desjenigen Substrates, dessen Organ bei der Erkrankung 
primar gestért war, z. B. bei Basedow die Schilddriise. Dagegen 
konnten wir nicht in einem einzigen Falle eine strenge absolute 
Monospezifitit der Enzyme beobachten, dergestalt, daB ein mono- 
glandularer Abbau stattgefunden hatte. Eine relative Spezifitit 
lag aber immer vor, so da8f ein Substrat am stirksten abgebaut 
wurde. Wurde bei Fermenten von weiblichen Patienten Testis- 
substrat mit angesetzt oder bei minnlichen Patienten Ovarsubstrat, 
so wurde dieses heterosexuelle Substrat weitaus am schwichsten 
abgebaut. Eine schwache Reaktion war aber auch bei diesem 
Substrat in den meisten Fallen zu beobachten, so daB auch hier 
von einer absoluten Monospezifitit nicht gesprochen werden kann, 

Bei Durchsicht der Protokolle Nr. 22—44 begegnen wir immer 
wieder (Protokoll Nr. 22, 24,27) einer ungleichmaBigen Verstirkung 
der Reaktion. Das heiBbt, das gereinigte Ferment scheint in seiner 
Wirkung nicht einfach eine proportionale Verstirkung der Ferment- 
wirkung, die schon mit der Mikromethode der Abderhaldenschen 
Reaktion beobachtet wurde, vielmehr finden wir haufig, daB bei 
den gereinigten Fermentpriparaten ein ganz besonders starker 
Abbau eines bestimmten Substrates eintritt, wihrend andere 
Substrate, die bei Priifung des ungereinigten Acetonniederschlages 
ebenfalls einen deutlichen Substratabbau gezeigt hatten, nicht 
proportional in ihrer Aktivitit verstiirkt erscheinen. Diese Beob- 
achtung haben wir zu oft gemacht, als daB wir annehmen kénnten, 
daB es sich lediglich um einen Zufallsbefund handeln kénnte, der 
vielleicht auf die Beschaffenheit der Substratpartikelchen oder 
andere methodische Unzulinglichkeiten zuriickgefiihrt werden 
kénnte. Sehen wir aber unsere Protokolle aufmerksam zusammen 
mit dem klinischen Krankheitsbild durch, so fallt uns auf, daB 
die Verdeutlichung der Reaktion das primar gestérte Organ 
wesentlich mehr in den Vordergrund riickt, als dies bei der 
Mikromethode mit dem ungereinigten Acetonniederschlag der 
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Fall ist. So finden wir bei Protokoll Nr. 20 keine Verstairkung 
des Abbaus von Pankreas, dagegen eine recht erhebliche Ver- 
stiirkung des Abbaus von Schilddriise bei einem Basedowkranken. 
Auch bei den Versuchen mit Harnen von Multiple-Sklerose- 
Kranken sehen wir, da die gereinigten Fermente Substrat von 
Nervenmarkgewebe viel stiirker abbauen, als Substrate der Stamm- 
ganglien, selbst wenn bei Priifung des weniger gereinigten Ammon- 


sulfatniederschlages die Unterschiede nicht so deutlich in Er- 
scheinung treten. 


Diese bemerkenswerte Beobachtung steht vielleicht damit in 
Zusammenhang, daf bei der Priifung der ungereinigten Knzyme 
bestimmte ninhydrinpositive Substanzen wie Leuzin, ‘'yrosin, 
Cystin, die normalerweise im Harn mit ausgeschieden werden, 
die Reaktion iiberdecken und die qualitativen Unterschiede etwas 
verwischen kénnen. Andererseits lassen diese Befunde aber auch 
daran denken, da8 die Isolierungsbedingungen fiir die einzelnen 
spezifischen Enzyme verschieden sein kénnen. 


In einem einzigen Falle (Pat. H. A. Protokoll Nr. 38) | fanden 
wir bei wiederholten Untersuchungen mit der Mikromethode an 
verschiedenen Tagen einen mehr oder weniger deutlichen Abbau 
von Nervenmarksubstrat. Beim Aufarbeiten des Sammelurins ergab 
die Priifung des Ammonsulfatniederschlages (B) einen schwachen 
Abbau des Gehirnmarksubstrates. Dagegen ergab das gereinigte 
Ferment keinen Abbau mehr. Dieser Fall steht in unserer Ver- 
suchsreihe einzig da. Es handelte sich um einen Patienten mit einer 
Reihe von neurologischen Stérungen, die den Verdacht einer be- 
ginnenden multiplen Sklerose nahelegten. Das Krankheitsbild klang 
unter der Wirkung einer Pyriferfieberbehandlung sehr rasch ab. 
Auffallend war, daB dieser Patient in seinem T'agesharn un- 
gewohnlich viele acetonfillbare Substanzen ausschied. Wir er- 
hielten zeitweise aus einem Liter Harn 15¢Niederschlag. Die bei der 


Reinigung aus der Lésung(C,) durch Aceton erhaltene Fallung (D) 
war auffallenderweise wasserléslich. 


Die Ergebnisse, die wir mit den aus Harn von Multiple-Sklerose-Kranken 
hergestellten gereinigten Enzymen erhielten, sprechen regelmaBig dafiir, daB 
der Organismus des Multiple-Sklerose-Kranken proteolytische, Nervenmark- 
eiweiB spaltende Enzyme bildet und ausscheidet. Da nun _neuerdings 
Brickner ec. s. im Serum von Multiple-Sklerose-Kranken lipolytische Fermente 
fand und zeigen konnte, da Serum von Multiple-Sklerose-Kranken das 
Riickenmark von Ratten viel stirker angreift als die Kontrollseren, liegt die 
Frage nahe, ob die von uns aus dem Harn von Multiple-Sklerose-Kranken 
isolierten proteolytischen Enzyme iitiologisch bei diesem Krankheitsbild eine 
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wesentliche Rolle spielen. Wir haben zur Priifung dieser Frage eine Reihe 
von Versuchen durchgefiihrt, tiber die wir an anderer Stelle berichten 
werden. Bisher ergab sich indessen kein Anhalt dafiir, daB die von uns 
gewonnenen gereinigten Enzympriparate frisches Myelingewebe stirker an- 
greifen als fermentativ inaktive Kontrollésungen. 

Da es sich bei dem bei Multiple-Sklerose-Kranken aus dem Harn aus- 
gefillten Proteinasen um etwas spezifisch mit dieser Krankheit zusammen- 
hingendes handeln kénnte, ist schon deshalb nicht wahrscheinlich, weil 
auch bei anderen organneurologischen Erkrankungen, wie bei der Lues 
cerebri und der progressiven Paralyse und Tabes ihnliche Hirneiweif 
spaltende proteolytische Enzyme isoliert werden konnten (vgl. Protokoll 
Nr. 34, 35 und 36). 

Die Bedeutung der in Frage stehenden Proteinasen liegt nach den 
bisherigen Erfahrungen vielmehr anscheinend im Moment der adaptiven 
Abwehr des Organismus. Hierfiir spricht die Erfahrung, daB bei letalen 
Fillen von Thyreotoxikosen und Tuberkulosen an den Tagen unmittelbar 
vor dem Tode bei der anergischen Reaktionslage des Organismus im Harn 
keine Abwehrfermente mehr nachgewiesen werden kdénnen. 

Um die Frage zu kliren, ob zwischen der Starke der aus- 
geschwemmten Proteinasen und dem augenblicklichen Krankheits- 
zustand eine Korrelation besteht, muff zunachst ein gréBeres 
Erfahrungsmaterial gesammelt werden. Die wenigen bisher 
systematisch gepriiften Falle zeigen bei akuten Erkrankungen 
und auch bei dlteren Fallen unregelméBig sowohl starke, als auch 
schwache Fermentausschwemmungen. 

Ehe wir auf die sich hieraus ergebenden klinischen und 
pathologisch-physiologischen Probleme eingehen, haben wir nun- 
mehr zunachst die weitere priparative Isolierung der in Frage 
stehenden Enzyme und deren Krystallisation eingehend zu _ he- 
sprechen. 


4. Weitere Verfahren zur Reinigung und krystallisierten Darstellung 
der im Harn enthaltenen proteolytischen Fermente 


Die bisher besprochenen Ergebnisse zeigten die Notwendig- 
keit, die im Harn enthaltenen proteolytischen Enzyme noch weiter 
zu reinigen und die Bedingungen ihrer Krystallisation zu suchen. 
Zu diesem Zweck versuchten wir schon bei der Ammonsulfat- 
faillung dadurch eine weitere Reinigung der Enzyme zu erreichen, 
daB wir zunichst anstatt der bisherigen Ammonsulfatganzsittigung 
nur eine Ammonsulfathalbsattigung durchfihrten und dadurch 
eine teilweise Abtrennung yon BallasteiweiBkérpern yon den 
Knzymen bewirkten. Die weitere Verarbeitung blieb im wesent- 
lichen dieselbe wie oben beschrieben. Im einzelnen gingen wir 
dabei so vor, da wir wie bisher aus dem gegen Lackmus neutra- 


bed 


Tr 


. 
* 
| 
| 
| 
| 
i 
3 
| 
% 
4 
| 


Darstellung krystallisierter ,,Abwehrproteinasent aus Harn u. Serum. I 151 


lisiertem Sammelurin mit Aceton bzw. Athylalkohol die Enzyme 
niederschlugen. Der Niederschlag (A) wurde wie bisher unter 
Zugabe von Toluol gesammelt und im Kihlschrank aufbewabhrt. 
Nachdem wir geniigend Niederschlag (A) gesammelt hatten, wurde 
zu dem Sammelmaterial (A) dasselbe Volumen gesittigter Ammon- 
sulfatlésung zugegeben. Der hierbei ausfallende Niederschlag 
wurde abfiltriert. Das Filtrat durch Ganzsittigung mit Ammon- 
sulfat ausgefallt. Nach tagelangem Stehen flockt ein feiner Nieder- 
schlag aus, der abzentrifugiert wird und durch Dialysieren gegen 
flieBendes Wasser vom Ammonsulfat befreit wird. Hierauf wird 
dieser gereinigte Niederschlag in physiologische NaCl-Lésung aut- 
genommen und durch Sattigung der Lésung mit Kochsalz die 
begleitenden, noch vorhandenen BallasteiweiBkérper nieder- 
seschlagen. Das Enzym bleibt in der gesittigten NaCl-Lésung 
gelést. Diese wird nach dem Filtrieren durch Dialyse vom NaCl 
befreit. Aus der wasserklaren NaCl-freien Lisung konnten wir 
dann Krystalle abscheiden, bei denen wir Fermenteigenschaften 
nachweisen konnten. 


Wir haben diese Methode sowohl an Sammelurinen von Ge- 
sunden als auch an Urinen von Tuberkulosekranken und Multiple- 
Sklerose-Kranken systematisch durchgefiihrt. Die Harne von 
,aesunden* erhielten wir von Soldaten des Reservelazaretts IT], 
Abteilung Nervenklinik, Marburg/L., die an peripheren neurolo- 
gischen oder chirurgischen Stérungen litten und endokrin als 
gesund bezeichnet werden konnten. Die Harne von Multiple- 
Sklerose-Kranken wurden in der Universitits-Nervenklinik Mar- 
burg/L. von den dort behandelten Patienten gesammelt. Zunichst 
wurden in allen Fallen Sammel-Mischurine verwendet, d.h. Urine, 
die zwar von Patienten derselben Krankheit, dagegen von ver- 
schiedenen Personen bezogen wurden. Erst nachdem wir Erfah- 
rungen tiber die weitere Reinigung der Enzyme gesammelt hatten, 
wurden auch einzelne Urine gesammelt und aufgearbeitet. 


Zu dem Verfahren selbst ist noch zu bemerken, daB bei der Halb- 
siittigung des Sammelmaterials (A) mit Ammonsulfat zuniichst zahlreiche 
Versuche notwendig wurden, um den Verbleib der in Frage kommenden 
Enzyme zu zeigen. Dies lag daran, daS bei Halbsiittigung auch geringe 


Mengen von Enzym mit in den Niederschlag gehen und in demselben nach- 


gewiesen werden kénnen. Andrerseits sind aber die in Lésung bleibenden 
Enzyme relativ stark verdiinnt und auch anffallend inaktivy. Es ist durchaus 
méglich, daB bei der Ammonsulfathalbsittigung aus dem Enzym ein Akti- 
vator abgespalten wird, so daB das in Lésung bleibende Ferment sich in 
einer inaktiven Phase befindet und deshalb nicht leicht nachgewiesen 
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werden kann. Erst der weitere Gang der Untersuchungen konnte zeigen, 
da8 die Enzyme bei Ammonsulfathalbsiittigung in Liésung bleiben und bei 
der weiteren Durchfiihrung der Versuche wieder aktiviert werden kénnen. 

Nachdem bei der Ammonsulfathalbsittigung ein wesentlicher 
Teil der begleitenden BallasteiweiBkérper niedergeschlagen wurde, 
wird die iiberstehende Liésung abfiltriert und mit Ammonsulfat 
im UberschuB gesiittigt. Nach mehrtigigem Stehen flockt hierbei 
dann ein Niederschlag aus, der die Enzyme enthilt und nach 
Reinigung vom Ammonsulfat durch Dialyse zur weiteren Isolierung 
derselben verwendet werden kann. LEinfacher ist der Weg aber, 
wenn das Filtrat an Stelle einer Ganzsittigung mit Ammonsulfat 
zunichst durch Dialyse vom Ammonsulfat befreit wird und dann 
aus der gereinigten Lésung die Enzyme mit Aceton ausgefallt 
werden. Beide Wege sind gleichermaBen gangbar. In beiden 
Fallen mu8 aber sorgfaltig darauf geachtet werden, daB die Dia- 
lyse zu einer vollkommenen Reinigung der Fermentlésung von 
Ammonsulfat fiihrt. Die weitere Reinigung der Enzyme erzielt 
man dadurch, daf man den durch Dialyse gereinigten Ammon- 
sulfatniederschlag bzw. den Acetonniederschlag in der 10-fachen 
Volummenge physiologische NaCl-Lésung aufnimmt und diese 
Lisung mit NaCl im UberschuB sittigt. Hierbei fallt meist ein 
feinflockiger Niederschlag aus, der abzentrifugiert wird. Die 
iiberstehende Loésung wird durch Dialyse von Kochsalz gereinigt 
und enthalt die Fermente in gereinigter Form. Aus dieser 
wiBrigen Enzymlésung lassen sich die Enzyme in krystallisierter 
Form abscheiden. 

Bei einer Priifung der wiBrigen Fermentliésung laBt sich 
zuweilen schon ohne weitere Manipulationen zeigen, daB sie aktive 
Enzyme enthalt. Allerdings kann die Enzymwirkung erheblich 
verdeutlicht werden, wenn man die wibrige Fermentlisung vor- 
sichtig auf etwa +/, ihres Volumens einengt. (Die Temperatur von 
45° darf dabei nicht tiberschritten werden.) 


Verfahren zur Krystallabscheidung 


Kngt man die wibrige gereinigte Enzymlisung vorsichtig auf 
lhres Volumens ein, so fillt in den meisten Fallen ein 
amorphes, manchmal briiunliches Pulver aus, das unter dem 
Mikroskop deutliche grobe Krystalle enthilt. 

Unter dem Mikroskop kann man die Krystallisation in den 
meisten Fallen gut beobachten, wenn man auf dem Objekttriger 
einen Tropfen der gereinigten wiiBrigen Enzymlésung mit einem 
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Tropfen Aceton zusammengibt.  Hierbei fallen Krystallundeln 
aus, die unter der Wirkung der Strémungen in Troplen suber 
ordentlich rasch hin und her gewirbelt werden und allmabhen in 
immer kleinere Bruchstiicke zerfallen, sich zuweilen wieder losen 
und beim Eintrocknen des 'l'ropfens erneut 
Schon hierbei beobachtet man zwei ineinander tiberpehende Krystas- 
formen. Eine echte Krystallform in Gestalt von Nadeln oder 
Blattchen (meist von rhombischer Gestalt) und cine krysta 
Form in Gestalt von Stiibchen, Kokken, Diplokokken, Walzer, 
Sobald das Aceton—Wassergemisch eingetrocknet ist, lassen sics 
unter dem Mikroskop hiufig beide Gestaltformen, dic 
Krystalle, als auch die krystalloiden Kérper gemischt beovacntex. 
Hiufig legen am Rande des eingetrockneten Tropfens cic ecnten 
Krystalle, waihrend nach der Mitte zu die krystalloiden Formen 
liegen. 

Die Bedingungen fiir die Krystallabscheidung sind x2ech 
unseren bisherigen Erfahrungen bei den einzelnen Urinen sez 
verschieden. Manchmal geniigt es, die yon Kochsalz durch Dialrse 
gereinigte wiBrige Enzymlésung zu gleichen Teilen mit Acetoz 
zu versetzen, um einen echten krystallinen Niederschla 
In anderen Fallen war es notwendig, die wiBrige Fe: 
erst auf }/, ihres Volumens einzuengen, auf + 5° abzu 
dann mit gekiihltem Aceton auszufillen, um eine Krystallsaten 
zu erreichen. In anderen Fillen war es notwendig, wisderh: 
den amorphen Niederschlag umzufillen. Trotzdem gibt es immer 
wieder Harne, bei denen trotz all dieser Manipulationen eine 
Krystallisation nicht gelingt. Dies hiingt aller Wahrscheinlichke: 
nach damit zusammen, daf begleitende Fiweifkérper das Nieren- 
filter passieren, die durch die genannten Verfahren nicht ab- 
getrennt werden konnten und eine Krystallisation verhindern. 

Die Frage, weshalb in einen Falle echte Krystalle, im ander» 
Fall aber krystalloide Strukturen ausfallen, konnte bei unserer 
bisherigen Untersuchungen noch nicht gekliirt werden. Es scheins. 
daB bei einem p,, von 3—5 eher die Krystallform ausfalli, wahrend 
bei einem p,, von 7—8 hiufiger die krystalloiden Struktures Ys 
Erscheinung treten. Jedoch beobachteten wir anch Ausnarmer 

Bei der Untersuchung der Mnzymeigenschatten dey 
denen Krystallformen fanden wir, dab die Krystallform der rho 
bischen Blattchen- oder Nadelstruktur in allen 
entweder nur sehr wenig aktiv oder véllig iuaktiy 
und zu Fermentversuchen erst aktiviert. werden mut Dageaes 
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werden kann. Erst der weitere Gang der Untersuchungen konnte zeigen, 
da die Enzyme bei Ammonsulfathalbsittigung in Lésung bleiben und bei 
der weiteren Durchfiihrung der Versuche wieder aktiviert werden kénnen. 

Nachdem bei der Ammonsulfathalbsattigung ein wesentlicher 
Teil der begleitenden BallasteiweiBkérper niedergeschlagen wurde, 
wird die tiberstehende Liésung abfiltriert und mit Ammonsulfat 
im UberschuB gesiittigt. Nach mehrtigigem Stehen flockt hierbei 
dann ein Niederschlag aus, der die Enzyme enthilt und nach 
Reinigung vom Ammonsulfat durch Dialyse zur weiteren Isolierung 
derselben verwendet werden kann. Einfacher ist der Weg aber, 
wenn das Filtrat an Stelle einer Ganzsiittigung mit Ammonsulfat 
zuniichst durch Dialyse vom Ammonsulfat befreit wird und dann 
aus der gereinigten Lésung die Enzyme mit Aceton ausgefallt 
werden. Beide Wege sind gleichermafen gangbar. In _ beiden 
- Fallen muB aber sorgfaltig darauf geachtet werden, daB die Dia- 
lyse zu einer vollkommenen Reinigung der Fermentlésung von 
Ammonsulfat fiihrt. Die weitere Reinigung der Enzyme erzielt 
man dadurch, daB man den durch Dialyse gereinigten Ammon- 
sulfatniederschlag bzw. den Acetonniederschlag in der 10-fachen 
Volummenge physiologische NaCl-Lésung aufnimmt und diese 
Lisung mit NaCl im UberschuB sittigt. Hierbei fallt meist ein 
feinflockiger Niederschlag aus, der abzentrifugiert wird. Die 
iiberstehende Liésung wird durch Dialyse von Kochsalz gereinigt 
und enthalt die Fermente in gereinigter Form. Aus dieser 
wiBrigen Enzymlésung lassen sich die Enzyme in krystallisierter 
Form abscheiden. 

Bei einer Priifung der wifrigen Fermentlisung laBt sich 
zuweilen schon ohne weitere Manipulationen zeigen, daB sie aktive 
Enzyme enthalt. Allerdings kann die Enzymwirkung erheblich 
verdeutlicht werden, wenn man die wiSrige Fermentlisung vor- 
sichtig auf etwa 1/, ihres Volumens einengt. (Die Temperatur von 
45° darf dabei nicht iiberschritten werden.) 


Verfahren zur Krystallabscheidung 


Kngt man die wibrige gereinigte Enzymlisung vorsichtig auf 
Yoo lhres Volumens ein, so fillt in den meisten Fallen ein 
amorphes, manchmal briiunliches Pulver aus, das unter dem 
Mikroskop deutliche grobe Krystalle enthiilt. 

Unter dem Mikroskop kann man die Krystallisation in den 
meisten Fallen gut beobachten, wenn man auf dem Objekttriiger 
einen Tropfen der gereinigten wiiBrigen Enzymlésung mit einem 
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Tropfen Aceton zusammengibt. Hierbei fallen Krystallnadeln 
aus, die unter der Wirkung der Strémungen im Tropfen auBer- 
ordentlich rasch hin und her gewirbelt werden und allmihlich in 
immer kleinere Bruchstiicke zerfallen, sich zuweilen wieder lésen 
und beim Kintrocknen des Tropfens erneut auskrystallisieren. 
Schon hierbei beobachtet man zwei ineinander itibergehende Krystall- 
formen. Eine echte Krystallform in Gestalt von Nadeln oder 
Blattchen (meist von rhombischer Gestalt) und eine krystalloide 
Form in Gestalt von Stibchen, Kokken, Diplokokken, Walzen. 
Sobald das Aceton—Wassergemisch eingetrocknet ist, lassen sich 
unter dem Mikroskop hiufig beide Gestaltformen, die echten 
Krystalle, als auch die krystalloiden Kérper gemischt beobachten. 
Hiaufig liegen am Rande des eingetrockneten Tropfens die echten 
Krystalle, wihrend nach der Mitte zu die krystalloiden Formen 
legen. 

Die Bedingungen fiir die Krystallabscheidung sind nach 
unseren bisherigen Erfahrungen bei den einzelnen Urinen sehr 
verschieden. Manchmal geniigt es, die von Kochsalz durch Dialyse 
gereinigte wifrige Enzymlésung zu gleichen Teilen mit Aceton 
zu versetzen, um einen echten krystallinen Niederschlag zu erhalten. 
In anderen Fallen war es notwendig, die wiBrige Fermentlisung 
erst auf }/, ihres Volumens einzuengen, auf + 5° abzukiihlen und 
dann mit gekiihltem Aceton auszufillen, um eine Krystallisation 
zu erreichen. In anderen Fallen war es notwendig, wiederholt 
den amorphen Niederschlag umzufallen. Trotzdem gibt es immer 
wieder Harne, bei denen trotz all dieser Manipulationen eine 
Krystallisation nicht gelingt. Dies hangt aller Wahrscheinlichkeit 
nach damit zusammen, da8 begleitende Eiwei8kérper das Nieren- 
filter passieren, die durch die genannten Verfahren nicht ab- 
getrennt werden konnten und eine Krystallisation verhindern. 

Die Frage, weshalb in einen Falle echte Krystalle, im andern 
Fall aber krystalloide Strukturen ausfallen, konnte bei unseren 
bisherigen Untersuchungen noch nicht geklirt werden. Es scheint, 
da bei einem p,, von 3—5 eher die Krystallform ausfallt, wihrend 
bei einem p,, von 7—8 hiiufiger die krystalloiden Strukturen in 
Erscheinung treten. Jedoch beobachteten wir auch Ausnahmen. 

Bei der Untersuchung der Enzymeigenschaften der verschie- 
denen Krystallformen fanden wir, da8 die Krystallform der rhom- 
bischen Blattchen- oder Nadelstruktur in allen Fallen 
entweder nur sehr wenig aktiv oder véllig inaktiv ist 
und zu Fermentversuchen erst aktiviert werden muB. Dagegen 
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zeigten die Stiibchen-, Kokken- und Walzenformen vielfach deut- 
liche Enzymwirkungen und bewahrten auch in getrocknetem Zu- 
stand ihren aktiven Fermentcharakter eine Zecitlang. 

Die echten Krystallformen (Nadel- und Blattchenstruktur) 
sind in Aqua dest. und n/10-NOH schwer léslich, leicht léslich 
dagegen in n/10-HCl. Sie lassen sich mit Toluidinblau und anderen 
Eiweiffarbstoffen nicht farben. 

Die Kokken-, Walzen- und Stibchenformen sind in physio- 
logischer NaCl-Lésung und Aqua dest. schwer léslich. In vielen 
Fallen konnten wir ihren Fermentcharakter beweisen. In getrock- 
netem Zustande lassen sie sich mit Toluidinblau und Kresyl- 
echtviolett farben, dagegen nicht mit Eisenhamatoxylin. Ihre 
Haltbarkeit ist nach unseren bisherigen Erfahrungen sowohl im 
cetrockneten als auch im gelésten Zustande begrenzt. Auch durch 
Zugabe von l-Ascorbinsiiure lassen sie sich in Gegenwart von 
Kisensalzen nur in beschrinktem Mafe und nicht zeitlich un- 
begrenzt aktivieren. Kine Haltbarkeit itiber Monate konnten wir 
nicht in einem einzigen Falle beobachten. Vielmehr scheinen 
diese gereinigten krystallinen Enzyme auBerordentlich empfindlich 
und labil zu sein. 

Thr optimaler Wirkungsbereich liegt etwa bei p,, 7. Durch 
Erwirmen auf 72° werden sie irreversibel inaktiviert. 

Zur niheren Beleuchtung unserer Ausfiihrungen geben wir 
eine Reihe von photographischen Abbildungen isolierter Krystalle 
mit den dazu gehérigen Protokollen. | 

Die Fig. 1 zeigt \rystallformen, die wir aus Sammelurin 
gvesunder Personen isolieren konnten. Wir finden auf diesen 
Figuren gréBere Rhomben neben kleineren Krystallen. In der 
Hauptsache zeigen die kleinen Krystalle ebenfalls Rhomben- 
(Plattchen)strukturen. 

Ks gelang nicht, einen Enzymcharakter dieser aus Harn ge- 
sunder Personen isolierten Krystalle zu zeigen. Auch nach Zusatz 
von l-Ascorbinséure in Gegenwart von EKisensalzen lieB sich eine 
enzymatische Spaltfihigkeit gegeniiber unseren klinisch gebriuch- 
lichen Substraten nicht zeigen. 

Die Fig. 2 zeigt Krystalle, die wir aus dem Harn eines 
Multiple-Sklerose-Kranken isolieren konnten. Die Krystalle in 
dieser echten Krystallform erwiesen sich als enzymatisch unwirk- 
sam. Nach Zusatz von 1-Ascorbinsiiure unter Gegenwart von 


Ferrochlorid konnte indessen ein deutlicher Abbau von Gehirn- 
marksubstrat gezeigt werden. 
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Protokoll Nr. 45. Pat. Sch. 29. Juli 1940 


Krystall- Nach Zusatz von 10 mg 
aufschwemmung 1-Ascorbinsiiure + 1 Tr. 
(ohne Zusatz von verdiinnte Ferrosalz- 
]-Ascorbinsiure) lésung 
Gehirnmark ..... . 
Placenta. . sss — ((+)) 


Die Fig. 3 zeigt Nadelkrystalle, die von einem Multiple- 
Skierose-Kranken wihrend der Pyriferbehandlung aus dem Harn 
isoliert werden konnten. 


Protokoll Nr. 46. Pat. M. U. 29. Juli 1940 


Krystall- Nach Zusatz von 10 mg 
aufschwemmung 1-Ascorbinsiiure + 1 Tr. 
(ohne Zusatz yon verdiinnte Ferrosalz- 
1-Ascorbinsiure) lésung 
....+.. 
.....-.- 4 
— 


Die Fig. 4 zeigt Stibchenformen, die aus dem Harn eines 
Patienten mit endokrinen und neurologischen Stérungen (Potenz- 
stirungen, Behaarungsanomalien, Dunkelpigmentierungen der Haut 
und spastischen Stérungen der Beine) isoliert werden konnten. 
Die Figur zeigt die St&abchen nach Toluidinblaufairbung. 


Protokoll Ny. 49. Pat. H. E. 29. Mai 1940 


Unter Zusatz von 10 mg 

}-Ascorbinsiiure + 1 Tr. 

verdiinnte Lisensalzlésung 
— 


Unsere Protokolle zeigen, daB die isolierten Krystalle bei 
bestimmten Krankheitsformen eine proteolytische Spaltfahigkeit 
besitzen, daB sie in krystallinem Zustande meist inaktiv sind und 
durch 1l-Ascorbinsiure in Gegenwart von verdiinnter Hisensalz- 
lisung aktiviert werden kénnen. Nur ganz ausnahmsweise zeigte 
die Fermentaufschwemmung bei einem Multiple-Sklerose-Kranken 
schon ohne Zusatz von Ascorbinsiure einen Substratabbau von 
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Gehirnmarkgewebe. Aber auch in diesem Falle wurde die Fer- 
mentaktivitit durch |l-Ascorbinsiure in Gegenwart von Ferrosalz 
wesentlich verstirkt. Bei den aus Harn von gesunden Personen 
isolierten Krystallen konnte bis jetzt kein Substrat gefunden 
werden, das enzymatisch gespalten wurde. 

Wir miissen nunmehr auf eine Beobachtung eingehen, die 
in diesem Zusammenhang auBSerordentlich wichtig ist. Wir haben 
immer wieder die Beobachtung gemacht, daB die gereinigten 
Enzymlésungen, aber auch die getrockneten Krystalle sehr rasch 
ihre Aktivitit verlieren und nur in beschriinktem Mafe durch 
1-Ascorbinsiure reaktiviert werden kénnen. Eine offensichtliche 
Strukturverinderung der Krystalle ging indessen nicht neben dem 
Aktivititsverlust einher. So fanden wir bei gereinigten Enzym- 
lésungen, die aus T'uberkuloseharn gewonnen wurden, einen relativ 
raschen Aktivititsverlust. 


Protokoll Nr. 54. Gereinigte Fermentlésung aus Tuberkuloseharn 
mit Zusatz von ]-Asecorbinsiiure und verdiinntem Ferrochlorid 


31. Mai 1940 5. Juni 1940 15. Juni 1940 
Kontrolle ...... — 
Lungentbe.. ..... fe 
Pankreas ...... ++ f. 
Nebenniere ..... fe 


Nach dem negativen Ausfall des Versuchs vom 15. Juni 1940 versuchten 
wir erneut eine Aktivierung der Lésung durch 1-Ascorbinsiure, erzielten 


aber hierdurch keine Aktivierung mehr. 

Vergleichen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen an 
den krystallisierten Enzymen mit den Resultaten, die wir bei den 
Versuchen mit den nicht krystallisierten Fermentlésungen (D) 
(Protokoll Nr. 13—44), so finden wir bei den krystallisierten En- 
zymen eine héhere Labilitét der Priiparate, eine héhere Neigung 
zur irreversiblen Inaktivierung und auch bei weitem keine so 
starken Reaktionen, wie bei den nicht krystallisierten Enzym- 
priparaten. Weitere Versuchsreihen werden nach den optimalen 


Aktivierungsméglichkeiten der krystallisierten Enzyme zu forschen 
haben. 


Isolierung von Krystallen aus dem Serum 


Die haufig gelungene Isolierung von Enzymkrystallen aus 
dem Harn legte die Annahme nahe, da8 es auch gelingen kinnte, 
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aus dem Serum Enzymkrystalle zu isolieren. Wir haben bei 
unseren bisherigen Versuchen in einem Fall bei einem Patienten 
mit manisch-depressivem Irresein einen Krystall abscheiden kénnen, 
der morphologisch mit seiner Nadelform an Krystalle erinnert, die 
wir schon aus dem Harn isolieren konnten. Die Fig. 5 zeigt Kry- 
stalle mit Nadelform, die aus dem Serum eines Manisch-Depres- 
siven isoliert wurden. Das Material war allerdings zu klein, um 
Fermentversuche damit durchfiihren zu kénnen. 


Klinische und physiologisch-chemische Fragen, 
die sich aus unseren Untersuchungen ergeben 


Die vorgelegten Untersuchungsergebnisse eréffnen eine Reihe 
von neuen Fragen fiir die klinische und physiologisch-chemische 
Forschung. 

Auf Grund der mitgeteilten Befunde lassen sich aus dem Harn 
Gesunder und Kranker krystalline Eiweifkérper abtrennen, mit 
denen bei bestimmten Krankheitsbildern ein proteolytischer Abbau 
verschiedener Organsubstrate verbunden ist. Fir die aus Harn 
gesunder Personen isolierten Krystalle konnte bisher eine Enzym- 
wirkung noch nicht gezeigt werden, da ein Substrat bisher nicht 
gefunden wurde, das von diesen in Frage stehenden Proteoenzymen 
angegriffen wird. Indessen ist damit noch nicht bewiesen, daB es 
sich hier um Nichtenzyme handelt. Vielmehr muB bei weiteren 
Untersuchungen gefragt werden, ob es sich hier nicht um Enzyme 
handelt, die in den physiologischen Stoffwechsel eingreifen und 
beim Abbau endogener EiweiBprodukte, etwa des Himoglobins, 
eine Rolle spielen. Auch steht die Frage offen, ob es sich hier 
nicht um Enzyme handelt, die spezifisch gegen die so weit ver- 
breiteten pathogenen Kokken (Staphylokokken, Streptokokken usw.) 
eingestellt sind, gegen die sich jeder Organismus in dauernder 
Abwehrbereitschaft befindet. 

Da auch fiir die aus Harn psychotischer Kranker isolierten 
Priparate bisher ein Substratabbau noch nicht gezeigt werden 
konnte, besteht auch hier die Méglichkeit, bei den groBen Krank- 
heitskreisen der endogenen Psychosen Organsubstrate zu suchen, 
die von den isolierten EiweiBkérpern angegriffen werden kénnten. 

Bei den eingehend untersuchten Fermentpriparaten, die aus 
dem Harn endokrin Kranker isoliert werden konnten, ist aber nun- 
mehr die Méglichkeit gegeben, im Tierversuch, aber auch am 
Menschen die pharmakologische Bedeutung der isolierten Enzyme 
im Organismus zu priifen. Wir haben hinsichtlich dieser Frage- 
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stellung schon Tierversuchsreihen durchgefiihrt und sind daran, 
diese physiologisch bedeutungsvollen Fragenkreise zu untersuchen. 
Hier stehen wir hauptsichlich vor dem Problem, ob es sich bei 
den isolierten Enzymen um spezifische Abwehr- oder Schutz- 
fermente handelt, die einen regulierenden EinfluS bei einer endo- 
krinen Dysfunktion ausiiben, oder ob es sich um integrierende 
Begleitstoffe der Hormone selbst handelt. 

Diese letztere Vorstellung liegt nahe, wenn wir uns daran 
erinnern, daB schon bei den ersten klinischen Symptomen einer 
endokrinen Gleichgewichtsstérung Enzyme im Harn ausgeschieden 
werden, die spezifisch gegen das Organeiwei8 des in Dysfunktion 
getretenen endokrinen Organs eingestellt sind. SchlieBlich kénnten 
die in Frage stehenden Enzyme intrazelluliiren Ursprungs sein, 
dergestalt, daB es sich hier um Fermente handelt, die physio- 
logischerweise innerhalb des Zellplasmas synthetisch wirksam sind, 
aber bei einer pathologischen Verinderung der Permeabilitat der 
Zellwand aus der Zelle diffundieren und bei den verinderten Be- 
dingungen der umgebenden Gewebe, insbesondere des Blutes, ihre 
hydrolysierenden Higenschaften mehr hervortreten lassen’), 

Am wichtigsten wird aber fiir die klinische Forschung die 
Frage sein, in welchem Verhiltnis die von uns isolierten pro- 
teolytischen Enzyme zu den Immunkérpern, Antikérpern und den 
Agelutininen stehen. 

Aber auch in physiologisch-chemischer Hinsicht ergeben sich 
zahlreiche Fragen nach dem chemischen Verhalten der in Frage 
stehenden Enzyme, nach ihrer weiteren Aktivierbarkeit, nach ihrer 
Struktur und Spezifitit. Insbesondere ist die Frage zu priifen, ob 
es sich bei den beschriebenen Krystallformen um reine krystalline 
Enzyme handelt, oder ob hier lediglich die Proteinasen an kry- 
stallisierte Proteine adsorbiert sind. 


Methodik der Isolierung 


A. Herstellung von gereinigten haltbaren 
nicht krystallisierten Fermentpraparaten 


Der gesammelte Tagesurin wird mit n-NaOH gegen Lackmus neu- 
tralisiert und filtriert, danach zu gleichen Teilen mit Aceton oder Athyl- 
alkohol versetzt. Der dabei im Laufe von 6 Stunden ausfallende Nieder- 
schlag wird abzentrifugiert, mit dem 4fachen Volumen Aqua dest. auf- 
geschwemmt und in die Sammelflasche gegeben. Das Sammelgefif wird 


') Bersin, Amidasen und Proteasen, S. 629 in Nord-Weiden- 
hagen, Handbuch der Enzymologie, Leipzig 1940. 
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im Kiihlschrank aufbewahrt. Gegen Infektionsgefahr wird etwas Toluol 
zugegeben und damit tiglich durchgeschiittelt. Nachdem man etwa 20 bis 
50 Liter Harn ausgefillt und den Acetonniederschlag gesammelt hat, wird 
dieser in die 3—4fache Menge 10°/,ige Ammonsulfatlésung aufgenommen. 
Unter stetem Umriihren wird die Liésung mit Ammonsulfat im Uberschu8 
gesittigt. Der ausfallende Niederschlag wird abfiltriert und in Aqua dest. 
aufgeschwemmt. Hierbei verwendet man zweckmaBig dieselbe Menge Aqua 
dest., in der vorher der Acetonniederschlag zum Zwecke der Ammonsulfat- 
fallung aufgenommen worden war. Hierauf wird die Suspension durch mehr- 
tigiges Dialysieren gegen flieBendes Wasser bei Zimmertemperatur vom 
Ammonsulfat befreit. Die gereinigte Lésung wird mit NaCl im UberschuB 
gesiittigt. Der hierbei austlockende Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat 
wird durch mehrtiigiges Dialysieren von NaCl befreit. Aus dieser Lésung, 
die die gereinigten Enzyme in wiifriger Loésung stark verdiinnt enthiilt, 
kénnen die Fermente durch Aceton niedergeschlagen werden. Der Aceton- 
niederschlag wird in physiologischer NaCl-Lésung suspendiert. Das Priiparat 
wird im Kiihlschrank unter Zugabe einiger Tropfen Toluol auf bewahrt. 


B. Isolierung krystallisierter Enzympriaparate 


Der gesammelte Tagesharn wird mit n-NaOH gegen Lackmus neu- 
tralisiert, filtriert und mit Aceton bzw. Athylalkohol zu gleichen Teilen ver- 
setzt. Der austlockende Niederschlag wird wie oben gesammelt. Nachdem 
man den Acetonniederschlag von 20—50 Liter Harn gesammelt hat, wird das 
gesammelte Material mit der 4fachen Menge Aqua dest. verdiinnt, gut durch- 
geschiittelt und hierauf durch Zugabe desselben Volumens gesiittigter Am- 
monsulfatlésung halbgesiittigt. Der langsam ausflockende Niederschlag wird 
abfiltriert. Das Filtrat wird durch mehrtigiges Dialysieren gegen flieBendes 
Wasser bei Zimmertemperatur vom Ammonsulfat befreit. Hierauf wird die 
gereinigte Lisung mit NaCl im UberschuB gesiittigt. Im Laufe von 24 bis 
48 Stunden fillt ein sehr feinflockiger Niederschlag aus. Dieser wird ab- 
zentrifugiert oder abfiltriert. Die iiberstehende Liésung bzw. das Filtrat wird 
durch mehrtiigiges Dialysieren gegen flieBendes Wasser vom NaCl gereinigt. 

Aus dieser gereinigten Lésung lassen sich krystalline Proteine mit 
Enzymcharakter abscheiden. 


1. Die Lisung wird zu gleichen Teilen mit Aceton versetzt. Der aus- 
flockende Niederschlag enthilt die Krystalle. Eventuell mu der Nieder- 
schlag erst getrocknet werden, um die Krystallform zu zeigen. 

2. Die gereinigte wiBrige Fermentlésung wird vorsichtig auf ein Sechstel 
ihres Volumens eingeengt und dann nach Abkiihlung auf + 5° mit gekiihltem 
Aceton im Verhiiltnis 1:1 versetzt. Hierbei fallen die beschriebenen Kry- 
stalle aus. 

3. Die gereinigte wiiBrige Fermentliésung wird vorsichtig auf ein Zehntel 
bis ein Zwanzigstel ihres Volumens eingeengt, ohne daf die Temperatur 45° 
iibersteigt. Hierbei fallen korpuskulire Elemente aus, die unter dem Mikro- 
skop als grobes Krystallpulver zu erkennen sind. 

4. Zur Herstellung mikroskopischer Priparate der Fermentkrystalle 
genigt es hiufig, unter dem Mikroskop einen Tropfen der gereinigten 
wii8rigen Fermentlésung mit einem Tropfen Aceton zusammenzubringen. 
Hierbei kann die Krystallbildung beobachtet werden. Nach Trocknen des 
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Tropfens im Thermostaten kann derselbe unter Kanadabalsam eingebettet 
| und aufbewahrt werden. 
| Bei Acetonfillung liBt man die Krystalle 2—3 Tage ausreifen. Da 
bei Acetonfillung echte Krystallformen eher bei saurer Reaktion ausfallen, 
empfiehlt es sich, vor der Acetonfillung die Fermentlésung durch Zugabe 
| einiger Tropfen n/10-HCl anzusiiuern. Eventuell empfiehlt es sich, in kleinen 
| Vorversuchen das optimale py der Krystallisation zu suchen. 

Fiihren die genannten Verfahren nicht zu einer krystallinen Ab- 
scheidung der Fermente, so kann man beim Sammeln des Acetonnieder- 
schlages der Sammeltagsurine (A) in das Sammelgefif 2°/,ige neutrale 
Na-Ascorbinatlésung zugeben. Hierbei gaben wir zu 5 Volumteilen ge- 
sammelten Acetonniederschlag (A) ein Volumteil 2°/,ige Na-Ascorbinatlésung. 


Herstellung der Na-Ascorbinatlésung i 


20 Tabletten Cebion (l-Ascorbinsiiure) & 50 mg werden in 50 ecem Aqua 

dest. gelést, die Lésung filtriert und nach Zugabe von einigen Tropfen 

Phenolphthalin bis zum Farbumschlag mit n-NaOH neutralisiert. Nach 

Eintritt des Farbumschlages wurde durch Zugabe eines Trofens n/5-HCl 

bis zur Farblosigkeit zuriicktitriert. Zu dieser neutralen Na-Ascorbinat- 

lésung gaben wir 5 ccm einer einpromilligen Kisenchloriirlésung. Die Lésung 
muB méglichst frisch verwendet werden. 


Farbung der Krystallpraparate 


Von der gereinigten Fermentlésung wird ein Tropfen auf dem Objekt- 
triiger mit einem Tropfen Aceton zusammengebracht. Das Gemisch trocknet auf 
dem Glas im Thermostaten bei 37° ein. Nach vollstiindigem Trockenwerden 
kénnen die ungefiirbten Krystalle unter dem Mikroskop betrachtet werden. 

Zum Zweeke der Firbung werden die Objekttriger fiir 24 Stunden 
in eine 2°/,ige wiBrige Toluidinblaulésung gebracht. Nach dieser Zeit 
werden die Gliser in absolutem Alkohol so lange abgewaschen, bis keine 
Farbe mehr vom Versuchsglas abgewaschen wird. Hierauf wird der absolute 
Alkohol in reinem Xylol abgewaschen und die Krystalle mit Kanadabalsam 
und einem Deckglas zugedeckt. Es ist zu beachten, da nur neutraler i 
Kanadabalsam verwendet werden darf, da sich sonst in der Folgezeit die 
gefiirbten Priiparate wieder entfirben. Statt des schwer zugdnglichen 
Kanadabalsams verwendeten wir in letzter Zeit das von I.G.Farben in den 
Handel gebrachte Caedax. 


Aktivierung inaktiver Fermentpriparate 


Hat sich ein Enzympriiparat bei der Priifung seiner Fermentaktivitiit 
als inaktiv erwiesen, so gibt man vor einer zweiten Priifung von der oben 
beschriebenen Na-Ascorbinatlésung zu 5 Volumteilen Fermentlésung 1 Volum- 
teil hinzu und setzt dann das Priiparat zum Versuch an. 


Ninhydrinprobe 


Hinsichtlich der Ninhydrinprobe verweisen wir auf die Arbeiten E. Ab - 
derhaldens') Wir heben hier lediglich als wesentlich hervor, daf bei 
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S. 129, ferner: Handbuch der biol. Arbeitsmethoden Abt. IV, 
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Fermentpriparaten, denen vorher 1-Ascorbinsiurelésung zugesetzt wurde, 


bei der Erw&érmung zunichst eine intensive Rotfirbung eintritt, noch ehe 


die Eiweifspaltprodukte sich blau firben. Diese Rotfirbung geht indessenRESEARCH 


unter der Wirkung des Luftsauerstoffes wieder zuriick, wenn die Gliiser 
gleichmiBig durchgeschiittelt werden. Beim Kochen kommt dann nach 


einigen Minuten die Ninhydrinreaktion (Blaufiirbung der positiv reagierenden 
Versuchslésungen) deutlich heraus. 


Herstellung der Substrate 


Soweit wir die Substrate selbst herstellten, hielten wir uns genau an 
die Vorschriften E. Abderhaldens. Vergleichsversuche von selbst her- 
gestellten Substraten mit den von der Firma Promonta, Hamburg, ge- 
lieferten Organsubstraten ergaben jedoch, daf die Substrate der Firma 
Promonta ebenso zuverlissige Reaktionen ergaben, wie die von uns selbst 
hergestellten Organsubstrate. Wir haben deshalb in der letzten Zeit gréBere 
systematische Versuchsreihen ausschlieSlich mit den Substraten der Firma 
Promonta durehgefiihrt. 

Die Substrate wurden von Zeit zu Zeit immer wieder gepriift und fest- 
gestellt, daB sie in das Kochwasser keine ninhydrinpositiven Substanzen 
abgaben und nach 16stiindiger Bebriitung in physiologischer NaCl-Lésung 
keine positive Ninhydrinreaktion ergaben. 


Priifung der Fermentwirkung 


Zur Priifung der proteolytischen Spaltfihigkeit geben wir in die 
peinlich sauberen sterilen Reagenzgliser je 5eem der Fermentlésung. Ein 
Glas erhilt nur Fermentidsung ohne Substrat und liuft als Kontrollversuch 
mit. In die iibrigen Versuchslésungen werden je 4 Blittchen Substrat 
(Promonta) oder 10 mg Substratpulver gegeben. Es ist darauf zu achten, 
da8 das Substrat auf den Boden des Glases sinkt und nicht auf der Ferment- 
lésung oben schwimmt. Nachdem jedes Versuchsglas mit dem entsprechenden 
Substrat beschickt ist, wird mit sterilen Gummistopfen zugestépselt und 
simtliche Gliser gleichzeitig fiir 16 Stunden in den Thermostaten bei 37° C 
gestellt. Nach 16 Stunden wird der Inhalt der Versuchsgliiser 10 Minuten 
scharf zentrifugiert (3000 Umdrehungen). Sodann wird die iiberstehende 
Lésung filtriert und mit dem Filtrat die Ninhydrinprobe durchgefiihrt. 

Es muB8 von vornherein darauf geachtet werden, daf siimtliche Gliser 
des Versuchsansatzes gleichzeitig bearbeitet werden, gleichzeitig in den 
Thermostaten gestellt werden, gleichmifig erwiirmt werden, d.h. alle die- 
selbe Entfernung yon der Wand des Brutschrankes haben, gleichzeitig 
herausgenommen werden und besonders bei der Ninhydrinprobe gleichzeitig 
und gleichmiBig erwiirmt werden. Nur bei Beachtung dieser Momente 
kénnen die Unterschiede der Ninhydrinreaktion als Uuterschiede der pro- 
teolytischen Spaltung betrachtet werden. 


Zusammenfassung 


1. Ausgehend von den Arbeiten E. Abderhaldens wurde 
versucht, aus dem Harn von endokrin gestérten Patienten, von 
Tuberkulose-Kranken, Carcinomatésen, Multiple-Sklerose-Kranken 
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Psychotikern, Graviden, Luetikern und Gesunden proteolytisch 
wirksame Enzyme zu isolieren. 

2. Es gelang, proteolytische Enzyme zu isolieren, die bei 
Ammonsulfatganzsattigung niedergeschlagen werden, bei Ammon- 
sulfathalbsittigung in Liésung bleiben, durch NaCl bei Ganz- 
sittigung nicht prizipitieren, dagegen aus wabriger Lésung durch 
Aceton und Athylalkohol niedergeschlagen werden. 

3. Es gelang aus gereinigten wiBrigen Enzymlésungen die 
Fermente in Krystallform abzuscheiden. 

4, Es wurden zwei verschiedene Formen von Fermentkrystallen 
beobachtet : 

a) eine reversibel inaktive wasserunlésliche echte Krystall- 
form in Gestalt von Nadeln und Plattchen 

b) eine aktive in Wasser schwer lésliche krystalloide Form 
in Gestalt von Kokken, Diplokokken, Stibchen und Walzen. 

5. Die aktiven Krystalloidformen werden durch Erwarmung 
auf 72°C inaktiviert. Sie lassen sich mit Toluidinblaulésung 
intensiv farben und darstellen. 

6. Das optimale Wirkungsbereich der isolierten Enzyme 
liegt bei p,, 7. 

7. Die isolierten Enzyme zeigen eine relativ weitgehende, 
aber keine absolute Spezifitét. Knzyme, die aus Gravidenharn 
isoliert wurden, spalten Placentasubstrat weitaus am stirksten, 
dagegen werden Testissubstrate von denselben Enzymen nur sehr 
schwach angegriffen. 

8. Die Enzymkrystalle zeigen eine beschrankte Haltbarkeit. 
In geléstem Zustande sind sie nur wenige Tage haltbar, in ge- 
trocknetem Zustande sind sie wenige Wochen haltbar und kénnen 
durch |-Ascorbinsiure nur in beschrinktem Mafe aktiviert werden. 

9. Aus den Harnen von Gesunden, Schizophrenen und 
Manisch-Depressiven konnten ebenfalls Krystallformen abgeschieden 
werden, die denen der aktiven Enzyme morphologisch Ahnlich sind. 
Indessen konnte bei den Krystallen, die aus Harnen Gesunder und 
von Psychotikern isoliert wurden, eine Enzymwirkung nicht ge- 
zeigt werden. Dies hingt vielleicht damit zusammen, dab die 
zugehorigen Substrate noch nicht bekannt sind. 
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Die Bestimmung der Cerebroside 
mit Hilfe des Pulfrich-Stufenphotometers 


Von 


J. Briiekner 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem chemischen und bakteriologischen Zentral-Laboratorium 
des St. Johannis-Krankenhauses in Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1941) 


Nach den bisher publizierten Methoden zur Bestimmung der 
Cerebroside werden die aus den Organen auf entsprechende Weise 
extrahierten Lipoide einer Hydrolyse unterworfen. Die durch die 
Hydrolyse freigelegte Zuckermenge bestimmt man dann auf Grund 
einer der bekannten Reduktionsmethoden. Da aber beim Extra- 
hieren auBer den Cerebrosiden auch noch verschiedene andere 
reduzierende Substanzen in das Liésungsmittel iibergehen, erweist 
es sich im allgemeinen als notwendig, die Reduktionsfahigkeit des 
Gewebeauszuges nicht nur nach der Durchfiithrung der Hydrolyse 
zu bestimmen, sondern auch vorher. Die Differenz zwischen diesen 
beiden Bestimmungen erlaubt dann die Berechnung der Galaktose, 
bzw. der Menge der Cerebroside ’”’’), 

Diese Methoden zur Bestimmung des Galaktose-Gehaltes der 
reinen Cerebroside, oder zur Bestimmung der Cerebroside im Ge- 
hirn (d.h. in solchen Organen, deren Gehalt an Cerebrosiden aufer- 
ordentlich groB ist) ergaben gute Resultate. Das laft sich darauf 
zuriickfiihren, daB die Menge des Cerebrosid-Zuckers hier im Ver- 
gleich zu der Menge der iibrigen reduzierenden Substanzen sehr 
hoch ist; die eventuelle Anwesenheit dieser reduzierenden Sub- 
stanzen, noch eher aber ihre wihrend der Hydrolyse erfolgende 
etwaige Zersetzung, oder Verfliichtigung beeinflussen niimlich das 
Kndresultat nur in unbedeutendem Mabe. 

Als ich aber nun nach der von Kirk®) angegebenen Methode 
die Cerebroside im Blut, also in einem Medium bestimmen wollte, 
in welchem die Menge der zu erwartenden Cerebroside nur gering 
ist, ergab es sich, daB diese Fehlerquellen zu einem ganz betricht- 
lichen Grade anstiegen. Da sich die Ausmerzung dieser Schwierig- 
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keiten sehr umstindlich erweist, erscheint es viel zweckdienlicher, 
die Lisung dieser ganzen Frage auf Grund irgendeines anderen 
Prinzipes zu suchen. Dabei dachte ich in erster Linie an die 
sich in Gegenwart von Schwefelsiure einstellende Farbreaktion 
, des Zuckers mit verschiedenen Phenolen, die viel spezitischer und | 
| charakteristischer erscheint, als die Reduktion, und die schon bei | 
einigen anderen schwierigen Problemen zu befriedigenden Ergeb- | 
nissen gefiihrt hat. Es sei hier nur an die Arbeit von M. Sorensen 
und G. Haugard?‘) erinnert, in welcher in EiweiBmolekiilen ver- 
schiedene Zucker-Arten sowohl qualitativ, als auch quantitativ nach- 
gewlesen wurden. 
Ich versuchte daher, unter Anwendung der erwihnten Phenol— 
Zucker-Farbreaktionen ein Verfahren auszuarbeiten, nach welchem : 
die Bestimmung sehr kleiner Mengen von Cerebrosiden mit hin- 
reichender Genauigkeit erfolgen kann. Der Gang der Bestimmung, 
ae die quantitativen Verhiltnisse usw. wurden an Galaktose aus- 
gearbeitet und erst, als alle Fragen gelést waren, schritt ich zur 
Bestimmung des Galaktose-Gehaltes der Cerebroside selbst. 


Versuche mit Galaktose 


Die Versuche wurden mit dem Priparat Galaktose ,,Kahlbaum“ 
(der Firma Schering-Kahlbaum) ausgefiihrt. 200 mg des wasser- 
freien, gewichtskonstanten Praiparates wurden in 100 ccm destil- 
liertem Wasser gelést und diese Stammlésung kiirzere Zeit hin- 
durch im Eisschrank aufbewahrt. Unmittelbar vor dem Gebrauch 
wurde dann die entsprechende Verdiinnung mit 3 n-Schwefel- 
siure hergestellt. Ihre Anwendung als Lisungsmittel erwies sich 
wegen der Hydrolyse der Cerebroside als notwendig. Die zu unter- 
suchenden Galaktose-Liésungen stellte ich bei allen Unter- 
suchungen mit 3.n-Schwefelsiure her. 

Unter den bei den Zucker-Reaktionen gebriiuchlichen Phenol- 
Reagentien erwies sich Orcin als das geeignetste. Das Reagens 
selbst wurde nach M. Sorensen und G. Haugard’) hergestellt. 
2g Orcin Reag.D.A.B.6 (Schering-Kahlbaum) wurden in 50 ccm 
destilliertem Wasser gelist und 50 ccm einer abgekiihlten Schwefel- 
siure—Wasser-Mischung (20 ccm konzentrierte Schwefelsiiture und 
30 ccm destilliertes Wasser) zugesetzt. Dieses Reagens ist monate- 
lang haltbar; Verfirbung wurde niemals und auch Auskrystalli- 
sierung nur selten (bei niedriger Zimmertemperatur) beobachtet. 
Wird eine auskrystallisierte Lésung auf eine Stunde in einen Thermo- 
| stat von 37° gestellt, dann gehen die Krystalle wieder in Lisung. 
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Bei der Herstellung der Schwefelsiure-Liésungen und auch bei 
der Farbreaktion selbst wurde Acidum sulfuricum 1,84 pro analysi 
(K. Merck) verwendet. Die sich bei Zusetzen von Schwefelsiure 
zu Orcin-Lésungen einstellende Verfirbung, die wahrscheinlich 
auf Verunreinigung der Schwefelsiure zuriickzufiihren ist, erscheint 
bei diesem Priparat minimal. 

Die Messungen erfolgten mit dem Pulfrich-Stufenphoto- 
meter in 10 mm-Kiivetten. In die Kompensations-Kiivette wurde 
ein mit dem im Hauptversuch iibereinstimmend hergestelltes (Blind- 
versuch-) Gemisch eingebracht, nur gab ich dabei an Stelle der 
schwefelsauren Galaktose-Lésung 1,5 ccm 3 n-Schwefelsiure. 

Fiir die Ausfiihrung der Bestimmungen selbst erwies sich 
folgendes Verfahren am geeignetsten: Der in 1,5 ccm 3 n-Schwefel- 
siure gelésten Galaktose wird 1 ccm Orcin-Lésung und 4ccm konzen- 
trierte Schwefelsiure zugesetzt und die Mischung sofort energisch 
und immer in tibereinstimmender Weise geschiittelt. Die Mischung 
erreicht nach 2—3 Minuten ihre maximale Farbintensitaét. Deshalb 
lieB ich sie nach dem Schiitteln 3 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehen und kiihlte sie dann weitere 3 Minuten hindurch in kaltem 
Wasser (15—20°) ab. Die Farbintensitat einer derart abgekiihlten 
Mischung bleibt praktisch 45 Minuten unverindert. Die beim 
Schiitteln durch die Vermischung entstehende Wirmemenge geniigt 
zur Auslisung der Farbreaktion. Da aber die Farbintensitit der 
Loésung proportional ist der Erwirmung, steht sie mittelbar auch 
mit der Schnelligkeit in Zusammenhang, mit welcher die Durch- 
mischung erfolgt. Deshalb ist auch die Breite der Reagenzgliser 
nicht gleichgiiltig, in welcher die Reaktion durchgefiihrt wird. Vom 
Standpunkt der Durchmischung erwiesen sich solche Reagenzgliser 
als vorteilhafter, die etwas breiter (Durchmesser 17mm) sind als 
die normalen und die gleichdicke Winde besaBen. 

Zur Feststellung, welches Filter des Stufenphotometers zur 
Messung der Absorption am geeignetsten ist, fiihrte ich die Farb- 
reaktion an 1,5ccm einer Lésung, die in 3n-Schwefelsiure 0,04mg 
Galaktose enthielt, in der oben beschriebenen Weise durch und 
bestimmte die Farbintensitat der Mischung mit den verschiedenen 


Filtern. Tehalia 
Sus Sso Ss3 Ss7 | Sei 
Extinktion . . 0,502 0,323 0,367 0,352 0,208 | 0,030 


Aus Tab. I geht hervor, daB sich bei Verwendung von FilterS,., 
eine maximale Absorption zeigt, aber auch bei Filter S,, kann 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 12 
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ein Absorptions-Maximum festgestellt werden. (Bei Anwendung 
eines mit einer pu-Kinteilung versehenen Handspektroskops der 
Firma Zeiss konnte ich diesen Absorptionsstreifen am intensivsten 
bei 495 wy sehen.) Da das Ablesen bei Filter 8,, etwas unsicher 
ist, verwendete ich bei den Bestimmungen in erster Linie die mit 
dem FilterS,, erhaltenen Werte, doch zog ich auch die bei FilterS,, 
und §,, abgelesenen Werte in Betracht. 

Im weiteren verfertigte ich mit 3 n-Schwefelséure Galaktose- 
Lésungen verschiedener Konzentration, die in 1,5 com 0,01, 0,02, 
0,03 usw. mg Galaktose gelést enthielten. Die erhaltenen, in Tab. Il 
zusammengefaBten Extinktionen wurden dann auf die Ordinate 
eines Koordinatensystems aufgetragen, die entsprechenden Konzen- 
trationen auf die Abszisse. Es ergab sich eine von einer Geraden 
kaum abweichende Linie (vgl. Figur). Die Farbreaktion entspricht 
daher so wie die Phenol—Zucker-Reaktionen im allgemeinen nur 
bei kleinen Konzentrationsunterschieden dem Lambert-Beerschen 
Gesetz, nach welchem hier die Kurve praktisch als eine Gerade 
betrachtet werden kann.— Den Galaktose-Gehalt einer Lésung 
von unbekannter Konzentration bestimmte ich auf die Weise, 
daB ich mit Hilfe dieses Koordinatensystems die Konzen- 


tration feststellte, die der bei der Messung erhaltenen 
Extinktion entspricht. 


Tabelle II 


Mit den verschiedenen Filtern erhaltene Extinktionen 
mg Galaktose 


Saz S50 Sss 
0,01 0,078 0,101 0,105 
0,02 0,160 0,192 0,182 
0,03 0,251 0,285 0,271 
0,04 0,335 0,382 0,355 
0,05 0,418 0,468 0,448 
0,06 0,506 0,552 0,517 
0,08 0,650 0,710 0,676 
0,10 0,752 0,832 0,826 


Versuche mit Cerebrosiden 


Bei der Bestimmung der Cerebroside bereitet im allgemeinen 
wohl die Hydrolyse selbst die gréBte Schwierigkeit, da die Cere- 
broside in fein suspendiertem Zustande, d.h. der Siure zuginglich 
gemacht, hydrolysiert werden miissen, weiteres bei méglichst hoher 
Temperatur, sowie bei entsprechender Siurekonzentration, ohne 
dafi aber dadurch die Galaktose geschidigt wird. 
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Um die nétige feine Suspension zu erreichen, setzte ich die 
zur Hydrolyse erforderliche 3 n-Schwefelsiure direkt der alkoho- 
lischen Cerebrosid-Lésung zu, worauf dann die Cerebroside in fein 
dispersem Zustand ausgefallt wurden. Alkohol beeinfluBt im 
weiteren Verlauf der Untersuchung die Farbreaktion nicht. 

Zur Hydrolyse verwendete ich an Stelle der meist gebriiuch- 
lichen Salzsiure 3 n-Schwefelsaure. Die Anwesenheit von Salzsiure 
fihrt nimlich beim Ausfiihren der Farbreaktion auf Zusetzen der 
konzentrierten Schwefelsiure zu unangenehmen Nebenerscheinungen, 
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Extinction 
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mg Galaktose 


wie Aufkochen der Lésung usw., welche die Farbreaktion be- 
einflussen. 

Bei den Bestimmungen arbeitete ich mit zwei verschiedenen 
Cerebrosid-Priparaten: Reines Cerebron, das mir von Herrn Prot. 
EK. Klenk in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt wurde”), 
sowie ein Cerebrosid-Gemisch, das nach der von Kitagawa und 
Thierfelder®) angegebenen Methode aus menschlichem Gehirn 
dargestellt wurde. Das Protagon wurde nach dem Baryt-Verfahren 
von Loening und Thierfelder®) hydrolysiert. Die einzelnen 
Cerebroside wurden nach entsprechender Reinigung nicht aus- 
krystallisiert, sondern ich verwendete zu den Untersuchungen das 
Cerebrosid-Gemisch selbst. 

Vom Klenkschen Cerebron-Priparat wurden nach Trocknen 
und nach Erreichen der Gewichtsbestindigkeit unter Erwirmen 
genau 50 mg in 200ccm 96°/,igem, kiuflichem Athanol aufgelést 


*) Fiir sein freundliches Entgegenkommen spreche ich Herrn Prof. 
E. Klenk auch an dieser Stelle meinen herzlichsten. Dank aus. 
12* 
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(Lésung I). Vom verwendeten Cerebrosid-Gemisch wurden dagegen 
100mg auf Ahnliche Weise in 200 ccm Athanol gelést (Lésung II). 

Die alkoholische Cerebrosid-Lésung wird in 30mm breite und 
90 mm hohe Reagenzgliser (wie sie bei der Blutzucker-Bestimmung 
nach Hagedorn-Jensen Verwendung finden) einpipettiert. Ist 
die Alkoholmenge verhiltnismiBig groB, so muB sie eingedampft 
werden; der Riickstand muf in diesem Falle der Cerebrosid-Menge 
entsprechend in 0,5—1,0 ccm Athanol neuerlich gelést werden. 
Nach Zusetzen von 3 ccm 3n-Schwefelsiure wird im kochenden 
Wasserbade, oder noch besser in einem Autoklav bei einem Uber- 
druck von '/, Atmosphire (ungefahr 110—111°) 45 Minuten hydro- 
lysiert, wobei aber die Reagenzgliser auf Kirks*) Anraten vorher 
mit kleinen Glastrichterchen bedeckt werden, deren Lumen wieder 
durch eine eingelegte Glasperle verschlossen ist. Nach Beendigung 
der Hydrolyse wird das Volumen der Lésung auf 3 ccm ergainzt. — 
Die Lésungen erscheinen durch die suspendierte Fettsaure triib 
und zu photometrischen Bestimmungen ungeeignet, weshalb dieser 
Niederschlag auf irgendeine Weise beseitigt werden muB. Dazu 
erwies sich Ausschiitteln mit Chloroform am geeignetsten. | 
| Die 3 ccm der Lésung werden zu diesem Zwecke in mit einem 
eingeschliffenen Glasstépsel versehene Zentrifugenréhrchen gebracht 
und hier mit 5ccm vorher mit Wasser gewaschenem (also alkohol- 
freiem und mit Wasser gesittigtem) Chloroform pro analysi (KE. Merck) 
1/, Minute kraftig geschiittelt und dann abzentrifugiert. (Die 
ausgeschiittelte Lésung zeigt bei der Durchfiihrung der Orcin- 
Reaktion auch ohne Anwesenheit von Galaktose eine sehr geringe 
Verfarbung, weshalb ich auch im Blindversuche immer so wie im 
Hauptversuch mit Chloroform ausschiittelte.) Die Farbreaktion 
selbst wird in der oben beschriebenen Weise mit 1,5 ccm des 
krystallreinen Zentrifugats durchgefihrt. 

Ks mu darauf aufmerksam gemacht werden, daf Filtrieren 
mit Filterpapieren wo méglich zu vermeiden ist. Auf keinen 
Fall darf aber das schwefelsaure Hydrolysat filtriert 
werden, da das Filtrat die Orcin-Reaktion sehr intensiv 
gibt, was zu ganz betrichtlichen Fehlern fihren kann. 

Die notwendige Zeitdauer der Hydrolyse wurde auf folgende 
Weise festgestellt: In die Reagenzgliiser wurden 2ccm der Lisung I 
bzw. 1 ccm der Lisung II eingemessen und dann im Autoklav 
bei einem Uberdruck von 3/, Atmosphire verschiedene Zeit hin- 
durch hydrolysiert, wobei die Zeit von dem Augenblick an ge- 
rechnet wurde, in welchem der Druck von 1/, Atmosphire erreicht 
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war. Zur Kontrolle unterwarf ich auch Galaktose-Lésungen in, oder 
ohne Anwesenheit von Alkohol der Behandlung im Autoklay. Die 
so erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. II] zusammengestellt. 


Tabelle II 
Dauer der Hydro- | Extinkti 
EKinmessung lyse im Autoklay 

in Minuten Sig | B50 | 
2emI........ ‘5 0,365 | 0,422 | 0,408 
0,342 | 0,387 | 0,352 
2emI........ " 0,372 | 0,446 | 0,466 
lemII ........ 0,345 0,423 | 0,423 
45 0,409 0,480 | 0,475 
0,420 | 0,480 | 0,475 
we 60 0,432 0,462 | 0,438 
0,06 mg Galaktose . . . . 45 0,466 0,535 | 0,547 
0,06 mg Galaktose + 1 ecm | 
: Athanol. .... 45 0,475 0,575 | 0,580 
0,06 mg Galaktose . . . . | Ohne Behandlung | 0,492 0,535 | 0,498 

im Autoklav | 
0,08 mg Galaktose ... . 45 0,616 , 0,699 | 0,678 
0,08 mg Galaktose . . . . | Ohne Behandlung | 0,604 , 0,674 | 0,658 

im Autoklav | | 


Aus Tab. III geht hervor, daB die Hydrolyse nach insgesamt 
45 Minuten beendet ist. Weder Anwendung dieser Temperatur, 
noch die Anwesenheit von Alkohol iibt auf die Galaktose einen 
wesentlichen KinfluB aus. Des weiteren ist es auch grundsitzlich 
gleichgiiltig, ob die Hydrolyse im Autoklavy oder im Wasserbad 
erfolgt; erfolgt sie im kochenden Wasserbad, so ist sie ungefahr 
10—15 Minuten spiter beendet. 

Auf Grund der Werte der Figur und Tab. II] entspricht 
der Extinktion des 45 Minuten hydrolysierten Cerebrons 0,0515 mg 
(salaktose. Wenn wir nun diese Zahl mit 2 und dann mit 4,6 
(berechnet aus dem prozentualen Galaktose-Gehalt der Cerebroside) 
multiplizieren, so erhalten wir 0,474 mg Cerebron. Da aber 0,500 mg 
Cerebron eingemessen wurden, stellt sich der durch die Be- 
stimmung erhaltene Wert um 5,2°/, niedriger als der theoretisch 
errechnete. Auf Grund mehrerer anderer Bestimmungen erwies 
sich aber diese Abweichung als etwas gré8er und betrug im Durch- 
schnitt 6,5°/,. Die genaue Ursache dieser Erscheinung, worauf als 
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erster EK. Walz‘) hingewiesen hat, ist unbekannt, diirfte aber aller 
Wahrscheinlichkeit nach auf die Hydrolyse zuriickzufihren sein. 


Zusammenfassung 


1. Auf Grund der Orcin-Reaktion der Galaktose wird ein 
Verfahren beschrieben, mit welchem die Bestimmung der Cere- 
broside nach vorangehender Hydrolyse mit Hilfe des Pulfrich- 
Photometers erfolgt. 


2. Nach diesem Verfahren kénnen Cerebroside bis zu einer 
Menge von 0,1 mg bestimmt werden. 
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Einflu8B von Sexualhormonen 
auf den Brenztraubensaiure- und Zucker-Gehalt des Blutes 
von normalen und sarkomtragenden Ratten. I 
Von 


Hans v. Euler, Inez Siberg und Bertil Hégberg 


4 


(Aus dem Vitamin-Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Februar 1941) 


Die im Kohlenhydratstoffwechsel héherer Tiere als Zwischen- 
produkt auftretende Brenztraubenséure (BTS) wird einerseits enzy- 
matisch unter Mitwirkung von Cozymase zu Milchsaure reduziert 
und unterliegt andererseits einer Dehydrierung, welche durch 
Aneurinpyrophosphat und ein diesem zugeordnetes Apo-Enzym 
vermittelt wird. Letzterer Umstand hat den AnlaB gegeben, daf 
man vielfach den Brenztraubensduregehalt von Organen, besonders 
des Blutes, in erster Linie als eine Funktion des Aneurins be- 
handelt und andere Einfliisse nicht oder nur wenig beachtet hat. 


Unter den Stoffen, welche nach den Untersuchungen dieses 
Institutes den BTS-Spiegel im Blut erhéhen bzw. senken, haben 
uns die Sexualhormone besonders interessiert'), weil die nihere 
Kenntnis ihrer Wirkung dazu beitragen kann, die hormonalen 
Hinfliisse auf den Kohlenhydratstoffwechsel aufzukliren. 


In einer kurzen Mitteilung haben Euler, Euler und 
Pettersson”) berichtet, daB der BTS-Spiegel des Blutes von 
Rattenweibchen stark davon abhingt, in welcher Periode ihres 
Sexualcyclus sie sich befinden, und zwar wurde an einem gegen 
Ende des vorigen Jahres untersuchten Rattenstamm gefunden: 


Im Ostrus’) Im Didéstrus 
y BTS/cem Blut. . . 20-30 14—17 


') Euler u. Hégberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 14 B, Nr. 29 
(1941). 


*) Naturw. 29, 63 (1941). 
°) Die Wirkung von Sexualhormonen auf den durch A-Mangel hervor- 
gerufenen Daueréstrus wird an anderer Stelle besprochen. 
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Hierzu ist aber gleich zu bemerken, daB der Sexualcyclus 
sich nicht in entsprechender Weise auf den Blutzucker-Gehalt 
geltend macht; denn wir fanden: 


Im Ostrus Im Didstrus 
y Zucker/cem Blut. . 880 1080 

Obwohl es seit langer Zeit bekannt ist, daB die Tatigkeit 
der Sexualdriisen auf den gesamten Stoffwechsel iibergreifen kann, 
ist die zweifellos wichtige Frage noch nicht aufgenommen worden, 
in welcher Weise, also durch welche Teilvorgiinge und durch welche 
Wirkstoffe, der natiirliche Sexualcyclus den Stoffwechsel, und zwar 
zunachst den Kohlenhydratstoffwechsel, primir beeinflubt, und 
welche Sexualhormone dabei zur Wirkung kommen. 

Es kann hier an die bereits 40 Jahre zuriickliegenden Versuche von 
Loewy und Richter’) erinnert werden, nach welchen der Sauerstoffverbrauch 
bei Tieren durch die Kastration um etwa 15°/, zuriickging und durch Zusatz 
von Ovarialextrakt wieder auf die Norm gebracht werden konnte. Dagegen 
konnte spiiter Kéhler®), der priifte, ob es sich um einen Einflu8 von Ostron 
(Follikulin) handelt, eine Beeinflussung des Gasstoffwechsels bei Frauen mit 
gestérter Ovarialfunktion nicht feststellen. Auch Soda’) fand bei kastrierten 
Ratten keine erhéhte Sauerstoffaufnahme nach Eingabe von Ostron. Anderer- 
seits wire nach Laqueur und Mitarbeitern *) Ostron (Menformon) imstande, 
bei kastrierten Rattenweibchen den Stoffwechsel zu steigern. B. Zondek 
(Monographie, 2. Aufl., S. 487, 1935) nimmt an, daB im Ovarium ein mit 
Follikulin nicht identischer Stoff vorhanden ist, der den durch Kastration 
herabgesetzten Grundumsatz wieder auf die normale Héhe bringen kann. 

Was nun zunichst die Wirkung parenteral eingefihrten 
Ostrons betrifft, so steht fest (Zondek, a.a.O., 8.125), daB die- 
selbe bei der kastrierten Maus oder Ratte erst 2—3 Tage nach 
der Injektion des Ostrons an der Uterusschleimhaut auftritt, was 
im Vergleich zu den fast unmittelbaren Effekten anderer Hormone, 
wie Adrenalin oder Insulin auffallend ist. Ferner hat B. Zondek 
gezeigt, daB das eingefiihrte Ostron nur in geringem Grad aus- 
geschieden, vielmehr im Kérper inaktiviert wird. Es lag also nahe, 


auch einen EKinfluB auf den Kohlenhydratstoffwechsel erst nach 
etwa 50 Stunden zu suchen. 


Normale Ratten. Einflu8 von Ostron 


Im Anschlu8 an das oben erwihnte Ergebnis iiber die Ab- 
hangigkeit des BT'S-Gehaltes des Blutes vom Sexualcyclus haben 


1) Arch. Anat. (D.) 1899, 174. 

*) Klin. Wschr. 8, 502 (1929). 

3) Soda, Zbl. Gyniik. 54, 215 (1930). 

4) Laqueur, Hart u. de Jongh, Dtsch. med. Wschr. 1926, 1331. 
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wir zuerst Versuche tiber den Kinflu8 von parenteral eingefiihrtem 
Ostron angestellt, und zwar a) an infantilen weiblichen Ratten 
und b) an geschlechtsreifen kastrierten weiblichen Ratten. 

a) Die infantilen Ratten waren 6 Wochen alt und wogen 
60—65¢; ibr Zustand wurde in bekannter Weise durch Beobachtung 
des Abstriches der Uterusschleimhaut gepriift. Sie erhielten je 
500 I.E. = 507 Ostron in 0,5ccm. Wir untersuchten 2—3 Tage 
nach der Injektion das Blut unmittelbar nach Dekapitierung des 
Tieres. Wir erhielten folgende Mittelwerte von 5 Versuchen: 


2—3 Tage nach Injektion von 507 Ostron 367 BTS/cem Blut 


b) Die kastrierten Ratten waren 10 Wochen alt (Gewicht 
110—120 g). Ihre Blutuntersuchung ergab: 


Kastrierte Ratten . 19 y BTS/ ecm Blut 
Kastrierte Ratten 48 Std. nach Injektion 

Kastrierte Ratten 3 Tage nach Injektion 

vow GOy 24 y BTS/ecm Blut 
Kastrierte Ratten 2 Tage nach Injektion 

von 50y Ostroglandol Roche .... . 25,5 y BTS/ecm Blut 


Normale Ratten. Einflu8 von Testosteron-Propionat 


Um Anhaltspunkte zu erhalten tiber die Art der hormonalen 
Wirkung des Ostrons haben wir in der gleichen Weise ein minn- 
liches Sexualhormon untersucht, nimlich Testosteron-Propionat 
(Priparat der Gesellschaft f. chem. Ind. in Basel). Von dem in 
Sesamél gelésten Hormon wurden 0,5 ccm, enthaltend 2,5 mg 
des Testosteron-Propionates, intramuskular eingespritzt. Es zeigte 
sich bei den ersten Versuchen, da hier eine sehr schnelle Wirkung 
eintrat, und wir haben deswegen die Zeit zwischen Injektion und 
Blutuntersuchung nur zwischen 3 Stunden und 24 Stunden variiert. 
Einen deutlichen EKinfluB der Reaktionszeit konnten wir in diesen 


-.Grenzen nicht beobachten. 


Wir setzen bei diesen Versuchsreihen die nicht behandelten 
im Ostrus befindlichen 


Kontrolltiere . . 27 y BTS/cem Blut 
Injiziert mit 2,5 mg Testosteron-Propionat. 


Nach 3 Stunden 9,2 y BTS/cem Blut 
nach 22 Stunden 10,5 : BTS /cem Blut 
nach 24 Stunden 11,5 y BTS/ ecm Blut 


: 
| | 
4 
4 
3 
3 
* 
= 
— 


3 


174 Hans v. Euler, Inez Siberg und Bertil Higberg, 


Der Brenztraubensiure-Gehalt geht also auf etwa den halben 
Kontrollwert zuriick*). Diese Versuche sollen in Riicksicht auf die 
interessanten Ergebnisse von Butenandt und Kudszus [Diese Z. 
237, 75, 82 (1935)] auf Androstendion ausgedehnt werden. Wir 
haben gleichzeitig den Blutzucker untersucht, er betragt bei den 


Ostrus-Kontrollitieren . . . . 8807 Zucker/eem Blut 
22 Stunden nach Injektion. . 7407 Zucker/cem Blut 


Der Zuckergehalt ist also jedenfalls prozentisch sehr viel weniger 
erniedrigt als der BTS-Gehalt. 

Zu den obigen Zahlen ist zu bemerken, daf — entsprechend 
der hohen Empfindlichkeit des BTS-Gehaltes fiir AuBere Hinfliisse, 
besonders Temperatur und Bewegung — Unregelmiafigkeiten vor- 
kommen (ein Versuch nach 7 Stunden ergab 13,57 BT'S); wir fanden 
sie aber in keinem Falle so groB, daB der BTS-Gehalt der 
injizierten Tiere denjenigen der Kontrolltiere erreicht hitte. 


Normale Ratten. Einflu8 von Prolan 


Wihrend schon iltere Untersuchungen es als sichergestellt 
erscheinen lassen, daB der Stoffwechsel durch die Hypophyse 
beeinfluBt wird, sind itiber die Einwirkung von Prolan-Priaparaten 
noch keine einheitlichen Ergebnisse erzielt worden. Bewiesen ist 
durch die Arbeiten von Reiss, Druckrey und Fischl’) sowie 
von Szarka, Meyer und Evans?) der EHinfluB von Prolan- 
Injektionen auf den Sauerstoffverbrauch und die Glykolyse von 
Ratten-Ovarien 

Der BTS-Gehalt des Blutes von weiblichen Ratten im Diéstrus 
wird nach unseren Beobachtungen durch Injektion von Prolan A 
nicht wesentlich verindert, wie folgende Zahlen zeigen: 


Kontvolitievre im . . .. 16 y BTS/cem Blut 
17 Std. nach Injektion von 50 R.E. Prolan (2 Versuche) 18 y BTS/cem Blut 


SchlieBlich ist hier noch die Einwirkung von Ostron auf 
mannliche Normalratten zu erwdhnen. 


Minnliche normale Kontrolltiere . .......2.2. 12 BTS/cem Blut 
entspr. Ratten, 18Std. nach Injektion von 50 M.E. Ostron 15,5 y BTS/cem Blut 
3Tage ,, SOME. ,, 15 7 BTS/cem Blut 


*) Nach der Testosteron-Injektion verblieben die Ratten (mit einer Aus- 
nahme) im Ostrus. 


‘) Endokrinologie 10, 241, 329 (1932). 
*) Mem. Univ. California 11, 357 (1933). 


*) Uber die’ Wechselbeziehungen zwischen Hypophyse und Keimdriisen 
vgl. Berblinger, Erg. d. Vitamin- und Hormonforsch. 1, 191 (1938). 
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Jensen-Sarkom-tragende, mannliche Ratten. Einflu8 von Ostron}) 


Dem Befund von Euler und Hégberg?) zufolge ist die nach 
Lu gemessene BTS-Menge im Blut von Ratten mit implantiertem 
Jensen-Sarkom 3—4mal hoher als die BT'S-Menge im Blut nor- 
maler Ratten gleichen Alters und gleichen Stammes’%), 


Normale Kontrolltiere. ......... 12y BTS/eem Blut 
Ratten mit implantiertem Jensen-Sarkom 35—45y7 BTS/cem Blut 


(Wie an anderer Stelle ausfiihrlicher mitgeteilt wird, haben 
wir auch das Blut von solchen Jensen-Sarkomratten untersucht, 
an welchen das Sarkom etwa 10 Tage nach der Transplantation 
herausoperiert wurde. Die Ausfiihrung dieser Operationen*) ver- 


danken wir Herrn Curt v. Kuler. Die Blutuntersuchung ergab 
im Mittel 
13 y BTS/cem Blut 126 mg-°/, Zucker, 


also Abnahme bis auf den normalen Wert. 

Tumoren sind mit Sexualhormonen, besonders mit Ostron in- 
sofern in Beziehung gesetzt worden, als man carcinogene Wirkungen 
dieser Stoffe in Betracht gezogen und eingehend diskutiert hat. 
Wir verweisen hinsichtlich dieser Frage auf die Besprechungen 
von Butenandt®), aus welchen hervorgeht, daB solche carcinogene 
Wirkungen, selbst nach groBen Ostron-Eingaben, nicht nachgewiesen 
sind. Nach Versuchen von H. und B. Zondek (Monographie, 
2. Aufl., S. 478) soll das Tumorwachstum durch Prolan weitgehend 
gehemmt werden. 

Was unsere Versuche iiber die Kinwirkung von Sexualhormonen 
auf cancerése Individuen, zunichst auf sarkomtragende Ratten, 
veranla8t hat, war der Wunsch zu priifen, ob die starke BTS- 
Erhéhung im Blut von Sarkomratten mit der Mobilisierung des 
Leber-Glykogens zusammenhingt, welche ihrerseits hormonal 
durch den Hypophysenvorderlappen geregelt wird. 

Bei menschlichem Krebs ist eine Erhéhung des Blutzuckers 
(Niichternwerte) friiher als ein diagnostisches Kriterium angesehen 


') Beziiglich der Einwirkung von Follikulin auf miinnliche Tiere sei 
auf die Arbeiten von de Jongh verwiesen (Arch. intern. Pharmacodyn. 62, 
390 (1939)]. 

*) Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13, Nr. 16 (1939). 

5) Vel. Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13 B, Nr. 16 (1939). 

*) Vel. hierzu Druckrey, Hamperl, Herken u. Barei, Z. Krebs- 
forsch. 48, 451 (1939). 

5) Butenandt, Neuere Ergebn. auf dem Gebiet d. Krebskrankheiten, 
Hirzel, Leipzig 1938, S. 75. 
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und in Zusammenhang mit dem Glykogen der Geschwiilste gesetzt 
worden. Bei Sarkomkranken soll nach vy. Leyden, Biermer, 
Foerster u. a. eine Steigerung des Blutzuckergehaltes nicht 
eintreten ). 

Unser Versuchsmaterial beziiglich des Zuckergehaltes im Blut 
von J ensen-Sarkom-tragenden Ratten ist einstweilen noch gering. 
Es zeigt sich aber schon, daB — sofern iiberhaupt ein regelmaBiger 
Unterschied vorhanden ist — die Abweichung gegen die Norm bei 
weitem nicht so groB ist wie hinsichtlich BTS. Nehmen wir das 
Mittel aus einem friiheren Versuch von Euler, Skarzynski und 
Hégberg’) und zwei neue Versuche, so finden wir: 


990—1000 y/ecem Blut 
Jensen-Sarkomratte ...... 1050—1450 y/cem Blut 


In diesem Zusammenhang soll daran erinnert werden, daB Euler und 
Hégberg an Menschen mit sicher diagnostiziertem Krebs nie so groBe Er- 
héhungen des BTS-Gehaltes im Blut gefunden haben, wie bei den sarkom- 
tragenden Ratten. Auch in neueren Untersuchungen haben wir in mehreren 
Fallen von weit fortgeschrittenem Krebs mit vorhandenen Metastasen keine, 
teils nur eine geringe Erhéhung des BTS-Gehaltes (teils sogar eine Senkung) 
gefunden. 

30 jahriges Midchen, Speicheldriisen-Carcinom, operiert; zahlreiche 
Metastasen. Unterkérper gelihmt. 

Der BTS-Gehalt hielt sich konstant zwischen 10,0 und 11,07 BTS/cem. 


Wir fanden an ausgewachsenen minnlichen Ratten, an welchen 
sich Jensen-Sarkome etwa 3 Wochen lang entwickelt und eine 


GréBe von 10—30 g erreicht hatten, wie oben erwaihnt, BTS-Werte 
von 35—45y BTS/ccm. 


18 Stunden nach Injektion von 100M.E. Ostron. . . . . 23,57 BTS 
18 ,, ‘ 24,57 BTS 
48 9 


1 mg Ostradiol-Monobenz. 28,07 BTS 


Einflu8 von Testosteron-Propionat. 


Auch die Injektion eines minnlichen Sexualhormons, Testo- 
steron-Propionat (2,5 mg) rief eine Senkung des BTS-Gehaltes im 
Blut mannlicher Sarkomratten auf etwa den halben Ausgangswert 


hervor, und zwar bereits 5 Stunden nach der intramuskuliren 
Injektion. 


Nach Injektion von 2,5 mg Testosteron-Propionat 22,5; 23,0 y BTS/cem Blut. 


’) Erhéhung des Niichternwertes um etwa 30°/, fanden 1920 Frieden- 
wald u. Grove. 


*) Z. Krebsforsch. 50, 270 (1940). 
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BTS-Gehalt der Milz von normalen und sarkomtragenden Ratten 


‘Seit langer Zeit ist es bekannt, daB die Milz unter den 
Organen des krebskranken Korpers eine Ausnahmestelllung ein- 
nimmt. Milzmetastasen sind lange Zeit tiberhaupt nicht gefunden 
worden, jedenfalls ist das Auftreten der Milzmetastasen selten. 
Deswegen ist der Milz oft eine immunisierende Fahigkeit zu- 
geschrieben worden und Woglom [J. exp. Med. (Am.) 12, 29 (1910)] 
und besonders Braunstein haben Milzextrakte als therapeutisches 
Mittel gegen Krebs empfohlen. (Berl. Klin. Wschr. 1911, Nr. 45). 

Wir haben in Zusammenhang mit Untersuchungen iiber die 
Peptidasen im Blut krebskranker Individuen und besonders der 
Leukozyten auch die d-Peptidspaltung durch Milz studiert, in 
der Erwartung, daB gerade in der Milz d-Peptidasen als Schutz- 
enzyme gebildet werden, und daB die Abwehr des Blutes durch 
die d-Peptidasen aus der Milz stammt. Hinsichtlich des BTS- 
Gehaltes unterscheidet sich aber die Milz sarkomtragender Ratten 
nicht von derjenigen normaler Tiere. Wir geben hier nur die 
beiden Mittelwerte an: 


Milz normaler Ratten. . ...... 15,07 BTS/g friseher Milz 
Milz sarkomtragender Ratten .... 14,57 BTS/g 


99 9 


Im Blut Krebskranker soll oft eine Abnahme roter Blut- 
zellen beobachtet worden sein. Die Versuche, welche wir des- 
wegen am Blut unserer sarkomtragenden Ratten angestellt haben, 
haben weder eine Abnahme der roten Blutzellen noch des Himo- 
globins erkennen lassen. 

Himoglobin. Als Mittelwerte finden wir: 


Aus normalen Ratten ......-..... 10,6 g/100 cem Blut 
Aus sarkomtragenden Ratten. ....... 11,2 g/100 eem _,, 


Die Himoglobinbestimmungen wurden mit einem Zeissschen 
Himometer ausgefihrt. 

Fiir die Erythrozytenzahl fanden wir durch Rechnung in der 
Zablkammer ibereinstimmend 


10,0 + 0,3 Millionen/emm. 


Zusammenfassung 


1, In Jensen-Sarkom-tragenden miannlichen Ratten, in 
welchen der BTS-Gehalt des Blutes 3—4mal hoher ist als in 
normalen Ratten gleichen Alters und Geschlechts ging in mehreren 
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Fallen der BTS-Gehalt etwa 10'Tage nachdem das Sarkom durch 
Operation vollstandig entfernt wurde, auf denjenigen gesunder 
Tiere zuriick. 

2. In Jensen-Sarkom-tragenden Ratten nahm der BT'S-Wert 
in 2 Tagen durch Injektion von 1007 bzw. 507 Ostron auf etwa 
die Hialfte ab. 

3. Einen etwa gleich groBen Effekt hatte das miannliche 
Sexualhormon Testosteron-Propionat (Perandren) in Dosen von 
0,5 mg auf das Blut minnlicher Sarkomratten. 

4. Auch an normalen, im Ostrus befindlichen Ratten tritt 


nach der Injektion von 2,5 mg Testosteron-Propionat nach 3 bis 
24 Stunden eine BTS-Abnahme im Blut ein. 


Den Chemischen Fabriken F. Hoffmann-La Roche & Co. 
in Basel und Astra in Sédertelje sei auch hier fiir die Uber- 
lassung von Sexualhormonen bestens gedankt. 
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Uber griine Insektenfarbstoffe 


Von 
Hermann Junge 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Allgem. Chemischen Universititslaboratoriums 
Gottingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Februar 1941) 


Die griinen Pigmente der Insekten sind haufig untersucht 
worden. Uber ihre Natur 1iBt sich aber auf Grund der vor- 
liegenden Literatur’) nicht viel mehr aussagen, als daB es sich 
ofenbar nicht um Chlorophyll handelt, wie man oft gemeint hat. 
Fiitterungsversuche an einigen Heuschrecken”) haben auBerdem 
gezeigt, daB diese Tiere ihren griinen Farbstoff unabhangig vom 
Chlorophyligehalt der Nahrung aufbauen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die griinen Hautfarbstoffe 
der Raupe des Ligusterschwirmers (Sphinx ligustri), des Heupferdes 
(Tettigonia viridissima u.T.cantans), der Laubheuschrecke Meconema 
varium und der indischen Stabheuschrecke (Dixippus morosus) unter- 
sucht, von letzterer auch der Farbstoff der Himolymphe. 

Der griine Farbstoff der Haut wird bei allen diesen Tieren 
durch Ather nicht veriindert, durch Alkohol zerstért, durch Wasser 
aber mit griiner bis blaugriiner Farbe extrahiert*). Diese Lésungen 
zeigen ein charakteristisches Spektrum mit einer Bande im roten 


Zusammenfassungen vgl. bei: Otto v. Firth, ,,Vergl. chem. Physio- 
logie d. niederen Tiere“, Jena 1903; Biedermann, in Wintersteins ,,Hand- 
buch d. vergl. Physiologie“ 3. Bd. I, 1914; Jean Verne, ,,Les pigments dans 
Vorganisme animal‘ Paris 1926; Derselbe, ,,Couleurs et pigments des étres 
vivants“ Paris 1930. Ferner an neueren Arbeiten: A. Panu u. M. L. Verrier, 
C. r. Soe. Biol. 100, 1118 (1929); H. Przibram u. E. Lederer, Anz. Akad. 
Wiss. Wien, math. nat. KI. 70, 163 (1933); V. Simonetti, Boll. di Zoologica 
7, 7 (1936). 

*) H. Przibram, Arch. Entw. mechan. 22 (1906); K. Toumanoff, C.r. 
Soc. Biol. 96, 392 (1927); 98, 198 (1928); H. Giersberg, Z. vergl. Physiol. 
7, 657 (1928). 

8) Dieses Verhalten des Farbstoffes gegen Ather, Alkohol und Wasser 
hat schon Giersberg (a.a.O.) bei Dixippus und Tettigonia gefunden. 
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und zwei Banden im blauen Spektralbereich. Der Farbstoff dialy- 
siert nicht und 14Bt sich mit Ammoniumsulfat ausfallen. Hierbei 
fallt der Farbstoff der Ligusterschwirmerraupe schon bei Halb- 
sittigung, die Farbstoffe der Heuschrecken erst bei héherer Konzen- i 
tration des Salzes aus. Die griinen bis blaugriinen Fallungen 
lésen sich in Wasser unverandert wieder auf. Es handelt sich 

also um Chromoproteide. Durch fraktionierte Fallung mit Ammo- 
niumsulfat lassen sich begleitende Eiweifstoffe abtrennen. 


Zusammensetzung der untersuchten Chromoproteide 


ier | Hee | ashe | | Prose. | Abs, Banden 
Tettigonia | Haut griin Albumin 671, 501, 470 
Meconema | Haut griin Albumin ? , 502, 471 
Sphinx Haut | blaugriin Globulin Ps 678, 510, 478 


Dixippus | Haut | blaugriin | Albumin | qC8TOU". | 677 (491) (4622) 


Dixippus | Blut | blau(griin) | Globulin | Glaukobilin | 673 (492?) (461?) 
(Carotinoid) 


Gibt man Alkohol zu den griinen Liésungen des Chromo- 
proteides, so wird es zersetzt und schlieflich flockt das Eiweif 
aus. Schiittelt man jetzt mit Ather aus, so wird dieser gelb (zu- 
weilen griingelb, ein Farbton, der dann aber beim Waschen mit 
Wasser in reines Gelb iibergeht). Diese Atherlésung enthalt Caro- 
tinoide, und zwar erhalt man, wie die Verteilung zwischen Benzin 
und 90°/, Methanol zeigt, bei der Ligusterschwirmerraupe, dem 
Heupferd und Meconema nur Xanthophylle, bei der Stabheuschrecke 
dagegen rein epiphasische Carotinoide. Bei den Xanthophyllen 
liegt, wie das Spektrum zeigt, Lutein vor. Beim Heupferd konnte 
das noch bestiitigt werden durch Mischchromatographie mit krystalli- 
siertem Lutein an Aluminiumoxyd V!), bei welcher es sich ein- 
heitlich verhielt. 

Zersetzt man das Chromoproteid durch Zugabe von Salzsaure 
und Alkohol zu seiner Liésung, so erhilt man beim Ausithern 
eine gelbgriine bis blaugriine Atherlésung, die auBer dem Caro- 
tinoid noch einen blauen Farbstoff enthilt, der sich ihr mit 


’) H. Brockmann u. H. Schodder, Ber. chem. Ges. 74, 73 (1941). 
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Natriumbicarbonatlisung entziehen l&Bt, die ihn griin bis blaugriin 
aufnimmt. Es handelt sich um ein Glaukobilin, wie folgendes 
Verhalten zeigt. Der Farbstoff geht nach Ansduern der Bicarbonat- 
lésung mit Essigsiure mit blauer Farbe in Ather, Chloroform oder 
Kssigester. Nach Verestern der Atherlésung mit Diazomethan geht 
der Farbstoff nicht mehr in Alkalien, Mineralsiuren nehmen ihn 
jedoch noch mit blaugriiner Farbe auf. Uberschichtet man die 
Chloroformlésung mit nitrithaltiger Salpetersiure (Gmelinsche 
Reaktion) so durchliuft die Chloroformlésung die Farbstufen 
violett, rot, orange, gelb. 

Kine Darstellung in krystallisiertem Zustand und damit eine 
eindeutige Charakterisierung ist bisher des geringen Tiermaterials 
wegen noch nicht méglich gewesen. Nach den bisher angestellten 
Proben kénnte es sich bei allen untersuchten Proteiden um das- 
selbe Glaukobilin handeln. Unterschiede ergaben sich nur bei der 
Fluorescenzprobe unter Zusatz von Zinkacetat und Jod, aber gerade 
diese war wenig charakteristisch und wurde offenbar durch Begleit- 
substanzen gestért. Die rasche Zerstérung des Farbstoffes beim 
Erhitzen mit konzentrierter Schwefelsiure auf dem Wasserbade 
unterschied ihn vom Glaukobilin [Xa und von dem jiingst von 
Wieland und Tartter’) beschriebenen Pterobilin aus Pieriden- 
fligeln. Vom Biliverdin unterscheidet ihn seine blaue Lésungsfarbe. 
Zum Unterschied von diesen bekannten Bilitrienen bedarf es auch 


wesentlich starkerer Salzsiure, um den Ester aus seiner atherischen 
Lésung auszuschiitteln. 


Der Grund dafir, da8 bei der Zersetzung mit Alkohol—Ather 
kaum ein Hinweis auf das Vorliegen des Glaukobilins erhalten 
wird, ist wohl eine sehr starke Adsorption desselben an das 
koagulierende Hiweib. 

Jedenfalls sind die Komponenten Carotinoid-EKiweiB und 
Glaukobilin-EiweiB fir das Zustandekommen der griinen Farbe 
wesentlich. Ersteres ist fiir die Banden des Chromoproteids im 
blauen, letzteres fir die Bande im roten Spektralgebiet ver- 
antwortlich. Durch die Bindung an das HiweiB sind die Banden 
der freien Farbstoffe um 30—40 my langwelliger geworden. Bei 
den verschiedenen Tierarten ist das Verhiltnis Carotinoid zu 
Glaukobilin in den Chromoproteiden verschieden. Bei der Stab- 
heuschrecke ist relativ nur sehr wenig Carotinoid vorhanden, der 
Farbton des Chromoproteids daher wesentlich blauer als z.B. beim 


1) Liebigs Ann. 545, 197 (1940). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 268 13 
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Heupferd. Zugleich sind auch die beiden Banden im Blau nur 
sehr schwach, die im Rot dagegen um so starker. Die griine Farbe 
ist also eine Mischfarbe, wodurch sich die untersuchten Chromo- 
proteide wesentlich vom griinen Ovoverdin der Hummereier unter- 
scheiden. Bei diesem namlich bewirkt allein die Bindung des 
Astaxanthins an das EiweiB die Farbvertiefung, wie dies nach 
Kuhn und Sérensen’) durch die Fahigkeit des Astaxanthins in 
ein Dienol iiberzugehen auch erklarlich ist. Bei Carotinoidkohlen- 
wasserstoffen oder Lutein fallen solche Méglichkeiten fort, und 
ihre Proteide sind eben nur gelb. In einigen Fallen konnten in 
den Extrakten durch fraktionierte Fallung gelbbraune Proteide 
von den griinen abgetrennt werden. Diese enthielten nur Caro- 
tinoid, lésten sich in Wasser schmutzig-gelb und zeigten dann 
nur 2 Banden im Blau (500 und 470 bei der Stabheuschrecke). 
Sie glichen in allem den Produkten, die Karrer und Strauss?’) 


durch Versetzen kolloider Carotinlésungen mit Albumin er- 
hielten. 


Fiir diese Carotinoid- und Glaukobilin-haltigen griinen Proteide 
michte ich im Interesse der, besonders fiir den Biologen wichtigen, 
Abgrenzung gegen andersartige bei den Insekten vorkommende 
griine Hautfarbstoffe den Namen Insectoverdin als Gruppen- 
bezeichnung vorschlagen. Durch sie kénnen also gelbgriine bis 
blaugriine Farbungen hervorgerufen werden. 


Przibram und Lederer (a.a.0.) haben bei der Gottes- 
anbeterin (Sphodromantis bioculata) Carotinoide und einen blauen 
wasserléslichen Farbstoff gefunden. In Extrakten aus der Stab- 
heuschrecke fanden sie ein Porphyrinspektrum und Carotinoide. 
Aus dem Blute dieses Tieres konnten sie zudem einen blauen 
Farbstoff, der nicht naher charakterisiert wurde, krystallisiert er- 
halten. Sie schlieBen aus diesen Befunden, daB das Griin der 
Heuschrecken eine Mischfarbe sei aus einer blauen und einer 
gelben Komponente. Diese Aussage kann jetzt also enger gefaBt 
werden: als blaue Komponente wirken Glaukobilinproteide, als 
gelbe wirken Carotinoidproteide. Freies Carotinoid kommt auch 
in der Haut vor, es ist aber am Zustandekommen der griinen 
Farbe nicht wesentlich beteiligt. Man kann es namlich mit Ather 
extrahieren, ohne daB die griine Farbe sich dndert. Auch histo- 
logische Befunde, auf die hier nicht naher eingegangen sei, stiitzen 


) Ber. chem. Ges. 71, 1879 (1938). 
*) Helvet. chim. Acta 21, 1624 (1938). 
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diese Auffassung'). Porphyrine werden in den Extrakten nur ge- 
funden, wenn der Verdauungstrakt mit Chlorophyll und dessen 
Abbauprodukten mitextrahiert wird. 

Der Farbstoff der Hamolymphe der Stabheuschrecke stellt 
ebenfalls ein Glaukobilinproteid dar. Carotinoidproteid enthilt er 
nur sehr wenig. Interessanterweise verhilt sich dieses Chromo- 
proteid des Blutes im Gegensatz zu dem der Haut dieses Tieres 
bei der Fallung mit Ammoniumsulfat wie ein Globulin, indem es 
schon bei Halbsattigung vollstandig ausgefillt wird. 


Experimenteller Teil 


Allgemeines. Es wurden stets die frischen Tiere ausgenommen, 
abgespiilt und entweder gleich oder nach Trocknen im Vakuum 
und Aufbewahren im Dunkeln durch Stehenlassen mit Wasser 
extrahiert. 


Insectoverdin des Heupferdes (Tettigonia viridissima L.u.T. cantans 
Fuessly). Der Farbstoff beider Tiere verhielt sich véllig gleich. 

Die Lésung des durch Umfallen gereinigten griinen Chromo- 
proteides ist gegen Luft und Licht recht bestiindig. Sie wird zwar 
bald triib, hilt aber ihren griinen Farbton, wenn auch mit un- 
sauberem Ton, monatelang. Fallt man diese gealterten Lésungen 
mit Ammoniumsulfat, so lést sich der Niederschlag in Wasser 
unter Hinterlassung eines graubraunen Riickstandes wieder rein 
griin auf. Trocknet man das Chromoproteid im Vakuum, so wird 
es bald miffarbig und lést sich dann in Wasser nur noch teil- 
weise und mit gelbbrauner Farbe. 

Das bei der Zersetzung mit Alkohol und Ather erhaltene 
Carotinoid ist rein hypophasisch (Banden 476,5 und 447 in Benzin) 
und verhalt sich bei der Mischchromatographie mit krystallisiertem 
Lutein an Al,O,V einheitlich. In einem Teil des Chromoproteides 
wurden Lutein und KiweiB quantitativ bestimmt. Es fanden sich 
7,5 7 Lutein (colorometrisch nach Kuhn und Brockmann) auf 
18,6 mg EiweiB. 

Wurden die trockenen Tiere mit Ather erschépfend extra- 
hiert, so behielten sie ihre Farbe. Der Atherextrakt enthielt 
Carotinoidkohlenwasserstoffe, freie Xanthophylle und veresterte 
Xanthophylle etwa im Verhiltnis 14:7:2. Bei der Chromato- 
graphie der Kohlenwasserstoffe an Aluminiumoxyd lief ein Teil 


1) W. Schleip, Zool. Jahrb. Abt. Allg. Zool. u. Physiol. d. Tiere 30, 
45 (1911). 
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durch die Siule (477, 447 in Benzin), wohl «-Carotin. Es bildeten 
sich 2Zonen aus. Die obere mit der Hauptmenge des Farbstoffes 
(484,452 in Benzin) wohl f-Carotin. Eluat der unteren Zone: 
Banden in Benzin 456, 431 (!). Die Xanthophylle verhielten sich 
bei Chromatographie an Al,O,V einheitlich (478, 450 in Benzin), 
wohl Lutein. 

Wurden die mit Ather erschépfend extrahierten Tiere nun 
mit absolutem Methanol und Ather behandelt, so gingen wieder 
Carotinoide in Lésung, die diesmal aber bis auf einen ganz kleinen 
Anteil hypophasisch waren (478,450 in Benzin). Mischchromato- 
gramm mit krystallisiertem Lutein an Al,O,V war einheitlich. 


Insectoverdin von Meconema varium Fbr. Der Farbstoff ver- 
hielt sich wie der des Heupferdes. 


/ 
~ / 
Tettigonia 
&r 


690 670 650 630 610 590 570 550 530 510 490 470 450 mu 
Extinktionskurven der Insectoverdinlésungen von Sphinx, Tettigonia und Meconema 


Von einer mit Phosphatpuffer p,, 7 verdiinnten Liésung des 
Chromoproteides wurde die Extinktionskurve gemessen (Kénig- 
Martens) (vgl. Figur). 17 ccm dieser Lésung enthielten 306 mg 
Eiwei8 und ein rein hypophasisches Carotinoid (480, 450 in Benzin, 


476,447 in Ather), welches colorimetrisch bestimmt und als Lutein 
berechnet 1,447 ausmachte. _ 


Insectoverdin aus der Raupe vom Ligusterschwarmer (Sphinx 
ligustri L.). Getrocknete Tiere wurden mit Ather extrahiert, der 
Carotinoide léste, die sich zum allergréSten Teil hypophasisch 
verhielten. Mit Wasser wurde danach das Insectoverdin extrahiert. 
Es war blaugriin und wurde von Ammoniumsulfat bereits bei 
Halbsittigung gefallt (in den rohen Extrakten fiel ein Teil des 
Chromoproteides erst bei héherer Ammoniumsulfatkonzentration, 
léste man aber diese Fallung in Wasser, so fiel der Farbstoff nun 
vollstindig bei Halbsattigung). Nach Trocknen im Vakuum hilt 
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sich das Chromoproteid lange ohne seine Farbe zu verandern, 
beim Liésen in Wasser bleibt dann aber ein grauweiBer Riickstand. 


Eine mit Phosphatpufier p, 7 verdiinnte Lisung des durch 
Umfiallen gereinigten Chromoproteides ergab die Extinktionskurve 
der Figur. 24,5ccm dieser Liésung enthielten 392 mg HiweiB und 
ein rein hypophasisches Carotinoid (477, 448 in Benzin, 477, 449 
in Ather, 489,5, 459 in Chloroform). Colorimetrisch wurden 7,0, 
berechnet als Lutein, gefunden. 


Insectoverdin der indischen Stabheuschrecke (Dixippus morosus). 
Durch Halbsattigung der Extrakte erhielt man einen gelbbraunen 
Niederschlag, wihrend die Mutterlésung blaugriin war. Beim 
Zersetzen der schmutziggelben Lésung des Niederschlages in Wasser 
(500, 470) mit Alkohol erhielt man ein rein epiphasisches Caro- 
tinoid, das nach der Verseifung mit alkoholischer KOH in der 
iiblichen Art zum gréferen Teil epiphasisch blieb, wahrend der 
Rest sich gleichmiBig zwischen Benzin und 90°/, Methanol 
verteilte (!). 

Durch Vollsittigung der Mutterlésung erhielt man ein tiirkis- 
farbiges Chromoproteid, welches relativ wenig Carotinoid enthielt. 
Beim Zersetzen mit Alkohol lagen die Banden dieses rein epi- 
phasischen Carotinoids in Ather bei 485, 456. Beim Zersetzen 
mit Salzsiure und Alkohol war das Carotinoid nach Verseifen 
noch zu ?/, epiphasisch, der Rest war hypophasisch bzw. verteilte 
sich gleichmifig zwischen Benzin und 90°/, Methanol. Banden 
aller Teile 481, 451 in Benzin. 

Trockene Haute gaben an Ather rein epiphasische Carotinoide 
ab, die nach dem Verseifen bei der Verteilung dasselbe un- 
gewohnliche Verhalten zeigten, wie die Carotinoide aus dem gelb- 
braunen Proteid. Nach dem Erschépfen mit Ather wurden durch 
absolutes Methanol und Ather nochmals Carotinoide gelést (etwa 
der 5.—10. Teil der anderen). 

Wurden frische Tiere mit dem Verdauungstrakt extrahiert 
(absolutes Methanol und Ather), so bestanden die Carotinoide 
za etwa }/, aus Xanthophyllen, und bei der Chromatographie des 
epiphasischen Teiles bildeten sich aufSer Carotinoidzonen noch 
3 grasgriine bis olivgriine Zonen aus, deren Eluate Endabsorption 
im Rot und Banden bei 663, 456 bzw. bei 671, 534, 481, 452 
zeigten (Benzin). 


Farbstoff der Hamolymphe der indischen Stabheuschrecke. Das 
Blut der Tiere war bei hellen Exemplaren schwach gelbgriin, bei 
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griinen Tieren blaugriin bis blau. Wurde es mit Wasser verdiinnt 
und mit dem gleichen Volumen konzentrierter Ammoniumsulfat- 
lésung versetzt, so fiel etwa die Halfte des Chromoproteids aus, 
der Rest bei héherer Salzkonzentration. Liste man diesen Teil 
aber wieder in Wasser, so fiel nun bei Halbsiattigung alles aus. 
Offenbar halten zunichst Begleitstoffe einen Teil des Proteides : 
in Lésung. Das Chromoproteid enthalt nur sehr wenig Carotinoid, 
das daher nicht niher untersucht wurde, und relativ viel Glaukobilin. 


Das Glaukobilin. Nur beim Heupferd und der Stabheuschrecke, 
von denen etwas mehr Tiere zur Verfiigung standen (290 bzw. 248), 
konnte das Glaukobilin etwas niher untersucht werden. 

Das Glaukobilin des Heupferdes zeigte in Ather eine Bande 
von 644—625 mit einem Maximum bei etwa 638 my. Die Ather- 
lésung des mit Diazomethan erhaltenen Methylesters gab an 
2n-Na,CO,-Lésung nichts ab. n/10-HCl wurde nur sehr wenig, 
2n-HCl nur schwach griinblau angefarbt. In konzentrierter H,SO, 
léste sich der Ester tief griin mit griinlicher Fluorescenz (unter 
der UV-Lampe). Beim Erhitzen auf dem Wasserbade ging die 
Farbe der Lésung nach 5 Minuten in Braunoliv und spater in 
Kaffeebraun iiber. Die Fluorescenz anderte sich nicht. Die Chloro- 
formlésung des Esters fluorescierte hellblau (die des freien Farb- 
stoffes ebenso), Zusatz von methanolischem Zinkacetat machte die 
Lésung griin, Ammoniakzusatz ainderte nichts, auch die Fluores- 
cenz blieb. Zusatz von Jod machte die Fluorescenz briaunlich. 

Sie verlosch dann bald. 

Die Glaukobiline aus der Haut und dem Blute der Stab- 
heuschrecke verhielten sich gleich. Beim Erhitzen der griinen 
Lésung in konzentrierter H,SO, auf dem Wasserbade war die ) 
Farbe nach 15 Minuten braunoliv, spiter kaffeebraun. Sie zeigte 
dann hellbraune Fluorescenz. Die Chloroformlésung wird mit 
methanolischem Zinkacetat griin und zeigt eine schwache (durch 
das Lisungsmittel hervorgerufene) griinblaue Fluorescenz, an der 
Ammoniak nichts andert. Jodzusatz macht sie sofort stark, gelb- 
griin. Sie 1aBt dann aber bald nach. Aus der Atherlésung des 
Haut-Glaukobilins geht nichts in 2n-HCl. ! 


Herrn Prof. Hérlein, als Vorsitzendem der Justus Liebig-Gesellschaft 
zur F’érderung des chemischen Unterrichts, danke ich fiir eine Studienbeihilfe, 
die mir die Durchfiihrung dieser Arbeit erméglichte. 
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Ein neues Bakterien-Carotinoid, Sarcinaxanthin 
(Vorliufige Mitteilung) 


Von 


Yoshiharu Takeda und Tatuo Ohta 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitat 
Taihoku, Formosa, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. April 1941) 


Aus Sarcina lutea haben wir einen neuen Carotinfarbstoff 
isoliert, fiir den wir den Namen ,,Sarcinaxanthin“ vorschlagen. 
Die Bakterien, die auf gewohnlichem Agar-Nahrboden bei Zimmer- 
temperatur gut gedeihen, wurden mit Platinésen aufgenommen 
und an der Luft getrocknet. Nach vdlliger Trocknung iiber ge- 
schmolzenem Chlorealcium wurden die Bakterien in der Kugel- 
miihle fein gemahlen und durch Extraktion mit Aceton aller 
Farbstoff in Lésung gebracht. Nach Verseifung mit alkoholischer 
Kalilauge wurde der Farbstoff in Benzin (Siedep. 70—80°) gebracht 
und mehrmals mit Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat gut ge- 
trocknet und im Vakuum zum dicken Ol eingeengt. Dieses 01 
krystallisierte aus Benzin (Siedep. 60—70°) in einer Ausbeute von 
3,4mg von 385g getrockneten Bakterien. 


Sarcinaxanthin krystallisiert aus Benzol—Benzin, besser noch 
aus Chloroform—Benzin in am Rande feinstachligen Sphiroiden 
von mennigroter Farbe, Schmelzp. 149—150° (im Mikroschmelz- 
punktsapparat nach Kofler-Hilbck). 


Nach seinem Verhalten im Verteilungsversuch zwischen Benzin 
und 95°/,igem Methanol ist das Sarcinaxanthin als ein Xantho- 
phyll anzusprechen. Bei diesem Versuch geht eine betriichtliche 
Menge des Farbstoffes ins Methanol iiber, auch mit 90°/,igem 
Methanol kann man den Farbstoff entziehen. An Aluminiumoxyd 
(Merck) l4Bt sich das Carotinoid aus seiner Lésung in Benzin 


stark adsorbieren und mit athanolhaltigem Benzin wieder (schwer) 
eluieren, 
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TI Takeda und Ohta, Ein neues Bakterien-Carotinoid, Sarcinaxanthin 


Schwerpunkte der Absorptionsbanden in mu. (Gittermef- 
spektroskop nach Léwe-Schumm.) 


Schwefelkohlenstoff ...... 499 466,5 486 
Chloroform .......... 480 451 423 
Benzin (Siedep. 70—80°% . ... 469 440 (415) 
Athanol ........... 469,5 441 (415) 


Sarcinaxanthin hat eine gewisse Ahnlichkeit in dem Absorptions- 
spektrum in Benzin mit dem von Chargaff') angegebenen Kohlen- 
wasserstoff Sarcinin. Zur Identifizierung der Carotinoide, die in 
der Mutterlauge nach Krystallisierung des Sarcinaxanthins geblieben 
sind, wurde deren Benzinlésung an Aluminiumoxyd chromato- 
graphiert und in iblicher Weise nachbehandelt. So wurden noch 


0,4 mg Sarcinaxanthin krystallinisch erhalten. Als Kohlenwasserstoff 
lieB sich nur Lycopin nachweisen. 


1) E. Chargaff u. J. Dieryck, Naturw. 20, 872 (1932); E. Chargaff, 


C. r. Acad. Sci. 197, 946 (1933); E. Lederer, Bull. Soc. Chim. biol. 20, 
611 (1938). | 
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Fig. 1. (Vergr. 900 x) 


Fig. 3. (Vergr. 750 x) 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift. fiir physiologische Chemie. Band 268, Tafel I 


Zu Gerhard-Mall und Theodor Bersin, 
»Die Darstellung krystallisierter ,Abwehrproteinasen‘ aus Harn und Serum. 
(Seite 129) 


‘ 


Verlag Walter de Gruyter & Uo., Berlin 
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TI Takeda und Ohta, Ein neues Bakterien-Carotinoid, Sarcinaxanthin 


Schwerpunkte der Absorptionsbanden in mu. (Gittermeb- 
spektroskop nach Léwe-Schumm.) 


Schwefelkohlenstoff . . ... . 499 466,5 4386 
Chloroform . .. . . 480 ADI 423 
Benzin (Siedep. 70—80°) . . . . 469 440 (415) 
| 451 424 
Athanol .......... . 441 (415) 


Sarcinaxanthin hat eine gewisse Ahnlichkeit in dem Absorptions- 
spektrum in Benzin mit dem von Chargaff?) angegebenen Kohlen- 
wasserstoff Sarcinin. Zur Identifizierung der Carotinoide, die in 
der Mutterlauge nach Krystallisierung des Sarcinaxanthins geblieben 
sind, wurde deren Benzinlésung an Aluminiumoxyd chromato- 
graphiert und in iiblicher Weise nachbehandelt. So wurden noch 


0,4 mg Sarcinaxanthin krystallinisch erhalten. Als Kohlenwasserstoff 
lieB sich nur Lycopin nachweisen. 


1) EK. Chargaff u. J. Dieryck, Naturw. 20, 872 (1932); IE. Chargaff, 
©. r. Acad. Sci. 197, 946 (1933); KE. Lederer, Bull. Soe. Chim. biol. 20, 
611 (1938). 
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Fig.2. (Vergr. 750 x) 


(Nerer. 


Hoppe-Seyler’s Acitschritt fiir phvsiologische Chemie, Band 26S, Tatel 


7u Mall und Theodor Bersin, 
Die Darstelline krvstallisierter aus und Serum. 4 
(Seite 129) 


Verlag Walter de Gruyter & Co,, Berlin 
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Fig. 5. (VYergr.. 750 x). (8. 157) 


Hoppe Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 268, Tatel 


7u Gerhard Mall und Theodor Bersin. 


Die Darstellung krvstallisierter Abwehrproteinasen’ aus Harm und Serum, 


(Seite 129) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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An unsere Mitarbeiter] 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, mdglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltwng 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze ermoéglichen auch 


der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck geiangen. 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


P. W. Danckwortt; Hans Fischer, Hans Plieninger und Othmar Weiss- 

barth; F. Bruno Straub; Ernst Miiller; Hans v. Euler, Inez Siberg 

und Bertil Hégberg; K. Felix und K. Zorn; Martin Schenck und 

Joh. Reschke; D. Ackermann und Ernst Miiller; E. Hoff-Jergensen ; 

H. Jost und W. Gutermuth; H.Jost; V.Giinther; F. Bohm (2); 
Ake Orstrém. 


Fiir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


‘’ Diese Z. == Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

ae Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 

‘a Arch. f. exper. Path. == [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
4 mentelle Pathologie und Pharmakologie. 
4 Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

¢ Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

‘ Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 

a Biochemie. J. = Biochemical Journal. 
- Bull. Soc. Chim. bio}. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 
: Bull. Soe. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. 
a Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. 

| C.r. Acad. Sci. == Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

j Helvet. chim. Acta == Helvetica Chimica Acta. 

4 J. Amer. Chem. Soe. == Journal American Chemical Society. 

S J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 

= J. of Biol. Chem. = Journal of Biological Chemistry. 

4 J. of Physiol. == Journal of Physiology. pie 

2 J. praxt. Chem. = Journal fiir praktische Chemie. 

' Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

: Liebigs Ann. = Justus Liebigs Annaien der Chemie. 

s Mh. Chem. == Monatshefte fiir Chemie. 

; Naturw. == Die Naturwissenschaften. 

: Pfliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
® des Menschen und der Tiere. 

4 Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

; Z. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 

Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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